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OZET

SICANLARDA AKRILONITRIL iLE OLUSTURULMUS OKSIDATIF STRESE KARSI
TIMOKINON VE KURKUMININ OLASI KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Akrilonitril (vinil siyaniir), nitril kaucuk ve polimerize edilmis plastiklerin (atilabilir
siseler gibi) sentezinde yaygin olarak kullanilan reaktif bir kimyasaldir. Calismamizda,
akrilonitril ile olusturulmus oksidatif strese karst kurkumin ve timokinonun olas1 koruyucu
etkileri incelendi. Calismaya dahil edilen 42 sican 6 farkli gruba ayrildi. Bu gruplar, kontrol,
akrilonitril, kurkumin, akrilonitril+kurkumin, timokinon, akrilonitril+timokinon gruplaridir.
Calismanin sonunda planlandig1 gibi hayvanlar sakrifiye edilerek karaciger ve bébrek dokular:
uygun sekilde izole edildi ve bu dokularda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) dizeyleri incelendi. Karaciger ve bobrek dokusunda,
MDA seviyesi incelendiginde akrilonitrilin MDA seviyesini artirdigl, akrilonitril grubu ile
akrilonitril+kurkumin, akrilonitril+timokinon tedavisi uygulanan gruplar karsilastirildiginda
MDA seviyesinin istatistiksel olarak anlamh sekilde azaldig1 goriildii. Karaciger dokusunda CAT
ve SOD aktiveteleri ve GSH diizeyi akrilonitril uygulamasindan sonra azalmis bulunurken,
akrilonitril uygulandiktan sonra, kurkumin ve timokinon tedavisi uygulanan gruplarda CAT ve
SOD aktiveteleri ve GSH diizeyi artmis olup bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bébrek
dokusunda, kontrol grubu ile akrilonitril grubu karsilastirildiginda CAT ve SOD aktiviteleri ve
GSH diizeylerinin azaldigl, MDA seviyesinin arttif1 ancak akrilonitril ile birlikte tedavi amach
kurkumin verilen grup ile akrilonitril grubu karsilastirildiginda CAT, SOD aktiviteleri ve GSH
diizeylerinin arttigi, MDA seviyesinin azaldig1 ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak anlamh
oldugu gorildi. Ayni sekilde akrilonitril ile birlikte tedavi amach timokinon verilen grup ile
akrilonitril grubu karsilastirildiginda CAT, SOD aktiviteleri ve GSH diizeylerinin arttigi, MDA
seviyesinin azaldig1 ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli oldugu goériildii. Sonug
olarak cevresel bir kirletici olan akrilonitrilin canllarda oksidatif stres olusturdugu ve
antioksidan enzim seviyelerinde ve aktivitelerinde diisiise sebep oldugu goriildi. Kurkumin ve
timokinonun olusan bu oksidatif stresi azaltici yonde etki gosterdigi ve antioksidan enzim
seviyelerini ve aktivitelerini arttirdigl gosterildi. Tiim bunlardan yola ¢ikarak akrilonitrilin
canlilarda yaratabilecegi oksidatif strese karsi kurkumin ve timokinonun etkili bir koruyucu
olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Oksidatif stres, Akrilonitril, Kurkumin, Timokinon, Antioksidan Sistem

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Z. Nil Unal, Mersin Universitesi, Eczacihk Fakiiltesi Biyokimya

Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF POSSIBLE PROTECTIVE EFFECTS OF THYMOQUINONE AND
CURCUMIN AGAINST OXIDATIVE STRESS WITH ACRYLONITRILE IN RATS

Acrylonitrile (vinyl cyanide) is a reactive chemical commonly used in the synthesis of nitrile
rubber and polymerized plastics (such as disposable bottles). In our study, possible protective
effects of curcumin and thymoquinone on oxidative stress produced by acrylonitrile were
investigated. Forty-two rats that were included in the study were divided into six different
groups as follows: control, acrylonitrile, curcumin, acrylonitrile + curcumin, thymoquinone,
acrylonitrile + thymoquinone groups. At the end of the study, the animals were sacrificed and
the liver and kidney tissues were isolated appropriately and superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH) levels were examined as planned.
When MDA level were examined in liver and kidney tissue, it was seen that MDA levels
statistically increased in acrylonitrile group compared to control, but the levels of MDA
decreased in acrylonitrile + curcumin and acrylonitrile + thymoquinone treatment groups
compared to acrylonitrile group. CAT and SOD activities and GSH levels were found to be
decreased after application of acrylonitrile in liver tissue, whereas CAT and SOD activities and
GSH levels were increased in the groups treated with curcumin and thymoquinone treatment,
and this increase was statistically significant. When compared control and acrylonitrile groups,
CAT and SOD activities and GSH levels decreased and MDA levels increased in acrylonitrile
group, but statistically significant increased CAT, SOD activities and GSH levels and decreased
MDA levels were observed in therapeutic curcumin group compared to acrylonitrile group in
kidney tissue. Similarly, When compared control and acrylonitrile groups, CAT and SOD
activities and GSH levels decreased and MDA levels increased in acrylonitrile group, but
statistically significant increased CAT, SOD activities and GSH levels and decreased MDA levels
were observed in therapeutic , thymoquinone group compared to acrylonitrile group in kidney
tissue. As a result, we observed that acrylonitrile, as an environmental contaminant, causes
oxidative stress in living organisms and causes a decrease in antioxidant enzyme levels and
activities. Kurkumin and thymokinone have been shown to reduce this oxidative stress and
increase antioxidant enzyme levels and activities with this study. From all these, it can be said
that kurkumin and thymokinon may be effective protectors against the oxidative stress that
acrylonitrile can cause in living things. Taking all these data together, it may be said that
kurkumin and thymokinone may be effective protectors againts oxidative stress which caused
by acrylonitrile.

Keywords: Oxidative stress, Acrylonitrile, Curcumin, Thymoquinone, Antioxidant system

Advisor: Dr. Z. Nil Unal, Mersin University, Faculty of Pharmacy, Department of Biochemistry,
Mersin.
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1. GIRiS

Doga biiylik oranda kimyasal maddelerden olusmaktadir. Bu kimyasallarin bir kismi
yasam icin gerekli iken bir kismi yasami tehdit eder. Glinlimiizde endiistriyel liretim sonucunda
olusan kimyasallarin dogal ortama verilmesi doganin saglikli bir sekilde varhigim
stirdiirebilmesini tehlikeye diisiirmektedir. Bu Kkimyasallar c¢evresel Kirleticiler olarak
adlandirilmaktadir [1]. Bu cevresel Kirleticilerden bir tanesi de akrilonitrildir. Akrilonitril, akrilik
elyaf, recine ve plastikler gibi ¢esitli organik iirlinlerin sentezinde, yaygin olarak kullanilan bir
monomerdir. Endiistriyel amaglarla genellikle tekstil ve otomotiv sanayinde hammadde olarak
kullanilan akrilonitril dogal olmayan bir maddedir ve yiliksek miktarlarda tretilmektedir.
Uretim, depolama ve tasima kosullar1 sizinti olusturmayacak sekilde yapildiginda cevrede
yliksek konsantrasyonlarda bulundugu saptanmamistir [2]. Oksijen (02) yasam i¢in vazgecilmez
bir unsurdur. Hiicreler O; kullanarak enerji lretirlerken, mitokondriden ATP (adenozin
trifosfat) liretimi sonucu serbest radikaller olusur. Bu yan triinler, genellikle, hiicresel redoks
prosesinden kaynaklanan reaktif azot tiirleri (RNS) ve bunun yani sira reaktif oksijen tiirleri
(ROS)'dir. Bu tiirler toksik olabildikleri gibi yararli da olabilmektedirler ve bu bakimdan cift
yonlii etki gosterirler. iki karsit etkileri arasindaki hassas denge hayati acikca etkileyen énemli
bir etmendir [3]. Oksidatif stres, hiicrelerde hidroksil radikali (OH"), stiperoksit radikali (0;:-) ve
H>0; gibi ROS'un miktarinin artmasi veya bunlari zararsiz hale getiren antioksidanlarin azalmasi
sonucu oksidatif dengenin bozulmasi durumudur [4]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, oksidatif
stresin pek cok hastaligin patogenezinde etken olarak gosterilmesi dikkat cekmektedir. Oksidatif
stres kaynakli olumsuz etkilerin azaltilmasi veya yok edilmesi amaciyla farkli yollar arastiran
calismalarin sayisi giin gectikte artis gostermektedir [5]. Oksidatif stresin olusmasi bir¢ok
faktoriin etkisi sonucu olusmaktadir. Cevresel Kkirtleticilerde bu sebeplerden biridir.
Akrilonitrilin inhale edilmesi, icme suyuna karismasi, cilt temasi ve mesleki maruziyet ROS'un
artisina sebep olmakla birlikte antioksidan aktivitesinin diismesi bu duruma eglik edince
oksidatif stres meydana gelmektedir. Bu baglamda geleneksel tedavi yontemlerinde Nigella
sativa L. ve Curcuma longa L. oldukc¢a yaygin kullanilmaktadir. Ranunculuceae familyasina ait
olan Nigella sativa bitkisi eski Misir ve Yunan hekimleri tarafindan bas agrisi, burun tikanikhgi,
dis agrisini tedavi etmek, bagirsak kurtlarinin dokiilmesini saglamak, menstriasyonu
diizenlemek ve anne siitiinii arttirmak icin kullanilmistir. Geleneksel ila¢ olarak Orta Dogu ve
Uzak Dogu' da halk arasinda uzun siiredir kullanilan ¢érek otu yaginin antibakteriyel, antifungal,
antidiyabetik, immunomodilatér, antienflamatuar, analjezik, antiviral, antioksidan ve
antihiperlipidemik etkileri bildirilmistir. Cérek otunun etkin maddesi olan timokinonun (TQ)
oksidatif hasara karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir. Kurkumin, gida

renklendiricisi ya da baharat olarak kullanilan zerdecal bitkisinin kéklerinden elde edilmektedir.
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Basta Hindistan, Cin olmak iizere bircok Asya tlilkesinde yetismektedir. Kurkumin ile ilgili
yapilan calismalarda kurkuminin antioksidan, antikanser, antienflamatuar ve antiseptik

ozellikler gosterdigi bildirilmistir [6].

15



Kemal Akkaya, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya birden fazla eslesmemis (tek sayida)
elektron tasiyan, molekiil, atom veya atom gruplaridir [7]. Bu dis orbitallerden her biri birer
elektron daha kabul edebilir. Bu dis orbitallerin bir elektron almasi ile siiperoksid radikali (02%*),
iki elektron almas ile de peroksil radikali (ROO-) olusur [8]. Hem organik, hem de inorganik
molekiiller halinde bulunurlar. Elektron konfigiirasyonlarim1 pozitif yiike dengelemeleri
gerektiginden cok aktiftirler ve bu yiizden stabil degildirler. Radikallerin aktif olabilmelerinde
difiizyon mesafesi baslica etmendir. OH- son derece yiiksek aktiflik gosterdiginden meydana
geldigi hiicre boliimiinden daha uzaga difiizyona gerek kalmadan derhal olustugu yerde
reaksiyona girer [9]. H20; ise mitokondriyal membranlar, peroksizomal membranlar ve plazma
membranlarindan kolayca difiize olarak toksik etkisini a¢iga ¢iktig1 noktadan daha uzak hiicre
boliimlerinde gosterebilir [10]. Serbest radikaller kararsiz olduklari i¢in reaktiftirler ve bu
ylzden kisa omirlidirler. Tasidiklar: elektirik yiikii acisindan; pozitif, negatif ve ndtral yiikli
olabilirler [11]. Tasidiklar1 eslesmemis elektrondan dolay:1 yapilarinda dengesizlik barindirirlar
ve bu dengesizlikten dolay1 ¢cok aktif yapili olan serbest radikaller hiicrenin tiim bilesenleri ile
etkilesime girebilme 6zelligi gosterirler. Serbest radikallerin olusum hizi ile etkisizlestirilme hizi
dengede oldugu siirece, organizma bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik savunma
azalir veya bu zararh bilesiklerin olusum hizi sistemin savunma giiciinii asarsa bu denge

bozulmakta ve serbest radikallere bagh zararl etkiler ortaya ¢ikmaktadir [12].

Radikaller Non- Radikaller Radikaller Non Radikaller
e Hidroksil, -OH Hipoklorik asit, HOCI Nitrik oksit, NO- Alkoksil  peroksinitrit,
g < LOONO
'5 Hidroperoksil, HO2- | Hidrojen peroksit, ; Nitrojen dioksit, NO2- | Dinitrojen tetroksit,
= =
:‘E H202 e N204
2 | Alkoksil, LO: Lipit hidroperoksit ° Dinitrojen trioksit,
- N
Z LOOH W N203
fl: Lo
£ | Peroksil, LO2- Ozon, O3 - Nitroz asit, HNO2
g e
=4
Siiperoksit, 02~ Singlet oksijen, 10, Peroksinitrit, ONOO-

Sekil 2.1. Reaktif oksijen ve azot tiirleri [13].
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2.1.2. Serbest Radikallerin Olusumu

Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirlerinin olusumu enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlar olmak {izere iki sekilde olabilir. Serbest radikallerin olustugu enzimatik
reaksiyonlara, solunum zincirine katilanlar, fagositoz, prostaglandin sentezi ve sitokrom p450
dahildir. Ornegin, siiperoksit anyon radikali (02e-), Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat
(NADPH) oksidaz, ksantinoksidaz (XOD) ve peroksidazlar gibi birkac hiicresel oksidaz sistemi
vasitasiyla uretilir. Bir kere olustuktan sonra, H20, OH-, peroksinitrit (ONOO-), hipokloréz asit
(HOCI) gibi cesitli ROS ve RNS'yi veren farkli pek ¢ok reaksiyona katilir. H,0; (radikal olmayan),
amino asit oksidaz ve XOD'da dahil olmak {izere bircok oksidaz enzimi tarafindan firetilir.
Ksantin oksidaz, hipoksantin'in ksantine ve ksantin'den iirik aside oksidasyonunu katalize eder.
In vivo ortamda en reaktif serbest radikal olan OH-, Fe2* veya Cu* Kkatalizorliigiinde H,0, ile
reaksiyona girerek olusturulur. Bu reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak adlandirilir. Hipokloroz
asit (HOCI), notrofil tirevi enzim olan miyeloperoksidaz (MPO) tarafindan firetilir ve kloriir
iyonlarini H;0; varliginda oksidize eder. Nitrik oksit radikali (NOe), biyolojik dokularda, nitrik
oksit sentaz tarafindan L-arjinin'in sitrulin'e oksidasyonu sonucu olusur. Serbest radikaller,
O2'nin organik bilesiklerle enzimatik olmayan reaksiyonlarindan ve ayrica iyonlastirici
radyasyonlarla baslatilan reaksiyonlarindan ftiretilebilir. Enzimatik olmayan siire¢ mitokondride
ki oksidatif fosforilasyon yani aerobik solunum sirasinda da meydana gelebilmektedir. ROS ve
RNS, hem endojen hem de eksojen kaynaklardan iiretilir. Endojen kaynakli serbest radikaller,
immiin hiicre aktivasyonu, inflamasyon, zihinsel stres, asir1 egzersiz, iskemi, enfeksiyon, kanser
ve yaslanma gibi nedenlerle iretilir. Eksojen kaynakli serbest radikallerin olusmasinda
endiistriyel solventler, pisirme (tiitstilenmis et, kullanilan yag), su kirliligi, sigara dumani, alkol,
agir veya gecis metalleri (Cd, Hg, Pb, Fe, As), radyasyon ve bazi ilacglar (siklosporin, takrolimus,

gentamisin, bleomisin) rol oynar [3].

Oksijenin indirgenmesi 0; +e+ H™ — HOZ’
Hidroperoksil radikali HO;" — H™ + 03’
Stiperoksit radikali 0;" + 2H™ + e — Hz0;
Hidrojen peroksit H;0; +e — 0OH™ +'0OH
Hidroksil radikali 'OH + e + H® = H-.0
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katalaz

\MM/'

Glutatyon
eroksidaz

mitokondri ; Fe p. )
m i ) iskemi kaynakh sistemleri

serbest metal

iyonlari
(Fenton reaksiyonu)

‘OH

direkt hiicresel hasar

lipitler ¥ \proteinler

DNA

Sekil 2.2 Oksijen Kaynakli Radikal Olusumu [14].
2.1.3. Serbest radikallerin biyolojik molekiiller iizerine etkileri

Cok hiicreli organizmalar genellikle yaslanmaya bagl olarak biyolojik fonksiyonlarin
ilerleyici dejeneretif fonksiyonlari, hastaliklara yatkinlikta artma ve belirli bir siire icinde 6lme
olasilig1 gibi niteliksel degisikliklere ugrarlar. Yaslanmanin yaygin poptiler serbest radikal teorisi
yasa baglh dejeneratif siirecin biiylik 6lciide serbest radikal hasarinin sonucu oldugunu belirtir
[15]. Biyolojik ortamlarda meydana gelen radikallerin ortalama diflizyon yarigaplari ne kadar
kiciik olursa aktiflikleri de o derece artar. Ayrica CI3C- ve HO- gibi radikallerin biyolojik
ortamlardaki yar1 édmiirlerinin bir ka¢ mikrosaniye oldugu tesbit edilmistir. Difiizyon hizlar
yiiksek oldugu halde, diisiik aktiviteli radikaller anlaml hiicresel hasarlara sebebiyet veremezler
[16]. Radikalik reaksiyonlar, zincir reaksiyonlar olup, genel olarak lic basamakta incelenirler.
Baslama evresi, radikalin olustugu evredir. Sonra ilerleme basamagi gelir. ilerleme basamaginda,
radikalik reaksiyon ara iiriin olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller iizerinden yliriirken hiicresel
hasarlar ortaya cikar. ilerleme reaksiyonlari, radikal yakalayici maddeler yoksa veya yeterli
degilse sonsuza kadar devam eder. Bu yilizden radikal yakalayici maddeler, hiicresel hasari
onlemede ve hiicrenin saghikll bir sekilde gelisiminde yasamsal oneme sahiptir. Serbest
radikaller, radikal yakalayicilar tarafindan yakalanamazlar ise, sitotoksik durum ortaya c¢ikar
[17,18]. Serbest radikal mekanizmalarinin mitokondride oksidasyon, hemoglobin ile O;'nin
tasinmasi ve sitokrom P450 aktivitesi gibi bir¢ok fizyolojik reaksiyonda temel bir gorevi oldugu

diistiniilmektedir. Bununla birlikte prostaglandinlerin sentezi sirasinda bir serbest radikal
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olarak olusan ara iirliin negatif bir feed-back mekanizmasi ile prostaglandinlerin akisini ve

dolayisiyla inflamatuvar stireci ayarlamaktadir [19, 20].

Proteinler
* Aminoasitlerin oksidatif modifikasyonu
* Serbest radikal aracih peptid aynimasi
* Lipid peroksidasyon lriinleri ile reaksiyona bagh olarak ¢apraz baglanti

olusumu
Lipidler
L—H + OH-- H,0 + L- * Kromozomal diizenleme
" DNA * Delesyonlar
L—H + CCl30,-—- L- + CCl;0H _ Serbest radikal - * DNA-protein capraz baglar
Hedefler RNA . Frame shifts
L—-H+ HO-3 =L +Hy0, «  Zincir kinklarn
Sekerler
$ekerin enzimatik . Siiperoksit radikalinin
— H it — —
olmayan pargalanmasi Glikoaldehit Otooksidasyon iiretimi (O;™)
HO
\/\\\CHQ «  a-dikarbonil mutajenlerine yol agan
« PB-dikarbonil zincir reaksiyonu

Sekil 2.3. Serbest radikallerin hedefleri [21].
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Eikilenen bilesikler Sonuclar

Doymamus amino asitler ve kiildirt Protein denatlirasyonu

iceren amino asitler Capraz baglanma
Enzim inhibitasyonu

Organ ve hiicre gecirgenliginde degisimler

Niikleik asit bazlary Hiicre gelisinunde degismeler
MhMutasyon
Karbonhidratlar Hiicre yiizey reseptirlennde degisim

Doymams lipitler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu

NMNikotinammt ve flavin iceren kofaktérlenin aktifliginde

Kofaktérler
azalma
Askorbat ve porfinn oksidasyonu
Antioksidanlar ci-tokoferol ve B-karoten b1 antioksidanlann aktifligimn
azalmasi
Protemler Denatiirasyon
Peptit zincirlerinde kirilmalar
DNA Baz modifikasyonlan
Zincirde kinlmalar
Hyaluronik asit Sinovial stvimn vizkozitesinde degisim

Sekil 2.4. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller [21].

2.1.3.1. Lipitler Uzerine Etkileri

Biyomolekiillerin tiim biiylik siniflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler fakat
lipitler en hassas olanlaridir [22]. Ozellikle coklu doymamis yag asitleri serbest radikal hasarina
karsi ¢ok duyarhdirlar [20]. Lipit peroksidasyonu membranlarda bulunan (fosfolipit, glikolipit,
gliserit ve sterol yapisinda yer alan) ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri
tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli
trlnlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipit hidroperoksitlerinin (LOOH) yikimi ile olusan ve
biyolojik olarak aktif olan aldehitler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki
etki alanlarindan difiize olup hiicrenin diger béliimlerine hasar1 yayarlar [22].

Bunun sonucunda membran akiskanliginda azalma ve permeabilite degisiklikleri meydana gelir

[20]. Unkonjuge ¢oklu doymamis yag asidi zincirlerindeki metilen grubundan bir H atomunu
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cikartan herhangi bir serbest radikal tiirii ile peroksidasyon baslayabilir [22]. Komsusu cift bag
olan bir metilen grubu tizerinde peroksidasyonun baslayabilmesi, daha da kolaydir. Coklu
doymamis yag asitlerinde konjuge dien olusabilecek sekilde karbon radikali ile takip edilen bir
molekiiler reorganizasyon olur. O; bir peroksi radikali olusturmak icin karbon radikaline
eklenerek diger bir lipit molekiiliinden bir H atomu cikarir ve lipit LOOH'i olusturur. Boylece
zincirleme reaksiyon baslar. Siklik peroksitler yeniden diizenlenme ile endoperoksitlere, daha
ileri oksidasyon ile de malondialdehit'e (MDA) dontisebilirler (Sekil 2.5.) [20]. MDA, membran
komponentlerinin capraz baglanmasina yol agar. Bu durum, membran iyon gecirgenliginin ve
enzim aktivitelerinin degismesine ve benzer daha bir¢ok olumsuz durumun ortaya ¢ikmasina
neden olur. Kiiciik bir molekiil olan MDA, kolay difiizlenebildigi icin DNA (Deoksiriboniikleik
Asit) bazlan ile rahatlikla reaksiyona girer. Bitiin bu olumsuz etkiler, MDA’e mutajenik,
genotoksik ve karsinojenik 6zellik verir [21].

Lipit peroksidasyon iiriinleri DNA hasarina ve Na/K ATPaz ve glutamat tasiyicilar1 gibi
proteinlerin inhibisyonuna neden olur. Artan lipit peroksidasyonu ve azalan antioksidan
korumalar sonucu epoksitler olusur. Bunlar hiicre i¢cinde niikleofilik merkez ile spontan olarak
reaksiyona girip DNA, Riboniikleik Asit (RNA) ve proteinlere kovalent olarak baglanir. Bu tiir

reaksiyonlar sitotoksisiteye, alerjiye, mutajeniteye ve karsinojenezise neden olabilir [23] .

R R [
4 / 0 4
o om0y 2 —0O0
Doymamis Lipit Lipit peroksi
lipit radikali  radikal

Sekil 2.5. Doymamus lipitlerin fosfolipit peroksidasyonu [24].
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Sekil 2.6. Lipit peroksidasyonundaki gesitli yolaklar [25].

2.1.3.2. Proteinler iizerine etkileri

Serbest radikaller proteinleri dogrudan etkilerken proteinlerin etkilenme derecesini
icerdikleri amino asitlerin distlfit bagi miktar1 belirler [26]. Oransal olarak fazla miktarda
distilfit bag iceren ekstraseliiler proteinler serbest radikaller ile daha yiiksek reaktiflige sahip
olduklarindan (IgG, Albumin gibi) hidroksil ve peroksil radikal saldirisina karsi daha hassastirlar
[26,27]. Serbest radikal saldirisi ile proteinlerde aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin
fragmantasyonu ve proteinlerin agregasyonu veya c¢apraz baglanmalar1 olmak tizereii¢ farklh
yapisal degisiklik meydana gelebilir [27]. Protein oksidasyonu proteinlerin, ROT ile kovalent
degisikligi sonucu meydana gelir. Arastirmacilar protein oksidasyonuna yol acan ana
mekanizmalarin OH-nin etkisiyle polipeptit omurgadaki cesitli aminoasitlerin a-karbon
atomlarindan hidrojen atomunun cikarilmasi sonucunda basladigini saptamislardir. Protein
oksidasyonunu asil basalatan OH-dir [28]. Bununla beraber dogada bulunan oksitlenmis

proteinlerin bircogu, islevsel olarak aktif degildir ve hizl bir sekilde uzaklastirilir. Fakat zamanla
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asamali olarak bir miktar birikebilir. Boylece bir takim hastaliklara ve yashlik ile iliskili

hasarlara da sebep olur [26].

2.1.3.3. Karbonhidratlar iizerine etkileri

Serbest radikaller karbonhidratlar tizerinden patolojik siireclerde 6nemli roller oynayan
cesitli iirtinler meydana getirirler [29]. Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik pH ve 1si1da
otooksidasyona ugrayarak siiperoksit ve H;0: olustururlar. Glukoz gibi monosakkaritlerin
fizyolojik sartlarda otooksidasyonu ile H;0, peroksitler ve okzoaldehitler olusabilir. Bag
dokunun onemli bir mukopolisakkariti olan hiyaluronik asidin inflamatuar eklem
hastaliklarinda sinovial sivida artmis olan H,0; ve O,—- ile parcalanabildigi gosterilmistir [30].
Karbonhidratlarin proteinlere baglanmasi (glikasyon) proteinlerin serbest radikal saldirisina
duyarlihigini arttirmaktadir [27]. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve
aralarinda capraz baglar olusturma ozelliklerinden dolay1 cesitli hastaliklarin patolojisinde
onemli rol oynarlar [31]. Hyaluronik asit sinovyal sivinin viskozitesinde énemli rol oynayan bir
glukozamioglikandir ve ROS ile etkilesmesi sonucu bag dokusunun stabilitesi bozulabilir. Bag
dokusunun dayanikliligin1 ve stabilitesini saglayan hyaluronik asitin o6zellikle siiperoksit
grubuyla etkilesmesi bag dokunun bozulmasina ve bag dokusu sivisinin akiskanliginm
yitirmesine neden olabilir [32]. Ostreoartritlerde, serbest radikallerin, kollajen ve hyaluranik
asit lzerine etkileri ile dejenerasyon ve bu dejenerasyona bagh olarak iltihabi durumlar
meydana gelebilir. Bir glukozamioglikan olan ve sinoviyal siviya vizkosite saglayan hyaluronik
asit, Oz-radikali ile etkilesince depolimerizasyona ugrar. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
(CAT), ekstaseliiler sivilarda ¢ok diistik aktiviteli olduklarindan az miktardaki oksijen radikalleri

bile biiylik hasarlara yol agabilmektedir [21].

2.1.3.4. Niikleik asitler ve DNA iizerine etkileri

Ultraviyole, goriiniir 1s1k, 1s1, X 1sinlar1 gibi radyosyunun biitiin ¢esitleri hiicrelerde
iyonlarin, serbest radikallerin ve enerji kazanmis molekillerin olusmasina neden olur [21]. DNA,
OH: gibi serbest radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilir [26]. DNA'da olusabilecek
oksidatif hasar, mutasyonlara neden olabilen farkli oksidatif DNA lezyonlarinin olusmasina yol
acar [33]. In vitro olarak sulu ¢ozeltilerle yapilan ¢alismalarda OH- radikalinin deoksiriboz ve
tetrasiklik bazlarla kolaylikla reaksiyon verdigi gozlenmistir. Fakat cift zincirli DNA
molekiiliinde heterosiklik bazlar OH- radikallerine karsi sterik olarak ¢ok iyi korunmuslardir.
Ayrica enzimatik radikal yakalayicilar o6ncii hidroksil radikallerinin konsantrasyonunu

diisiirerek DNA'y1 korurlar. Hidroksil radikalleri; DNA’daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz-
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fosfatlarla reaksiyon verirler. Reaksiyon sonucu, DNA bazlarin1 modifiye eder ve riboz- fosfat

zincirinin kirilmasina yol acar [21].

2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, antioksidan savunma ve oksidanlar arasindaki kritik dengenin
oksidanlarin tarafina bozulmasiyla aciga cikan serbest radikal/reaktif oksijen iiriinlerinin
viicudun DNA, lipit, protein gibi molekiillerine saldirarak hiicrelerde hasar olusturmasina denir
(Sekil 2.7.) [34]. Serbest radikal iiretimi ile antioksidan savunmalar arasindaki bir dengesizlik
sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif stres, lipitler, proteinler ve niikleik asitler de dahil olmak iizere
genis tiirde molekiiler hasara neden olur [35]. Bu hasarlar yaslanma siireci ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, renal fonksiyon bozukluklari, noérolojik hastaliklar, kanser, kas ve Kkaraciger
hastaliklar1 gibi bircok patolojik duruma sebebiyet verebilmektedir [36]. Oksidatif stres bir
hastalik degildir fakat bir ¢ok hastaliga yol acabilecek ya da hastalign hizlandirabilecek bir
etkendir. Oksidatif stresi tehlikeli kilan durum herhangi bir semptomunun olmamasidir. Bu
durum belirlenemedigi takdirde oldukca tehlikeli saglik sorunlarina neden olabilir [37]. Kisa
streli oksidatif stres, travma, enfeksiyon, 1s1 yaralanmasi, toksinler ve asir1 egzersiz nedeniyle
yaralanan dokularda olusabilir. Bu hasar goren dokular, artmis radikal tireten enzimler (6rnegin,
X0D, lipogenaz, siklooksijenaz), fagositlerin aktivasyonu, serbest demir ve bakir iyonlarinin
salinmasi1 veya oksidatif fosforilasyonun elektron tasima zincirlerinin bozulmasiyla asir1 ROS
tiretirler. Kanserin baslamasinda ve ilerlemesinde kemoterapi ve radyasyonun yan etkisinin bir
sonucu olarak bozulan ROS ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlik de etkilidir.
Diabetes mellitus, yasla iliskili géz hastaligt ve Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif

hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda da bu dengesizlik etkilidir [38].
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Endojen ROT ROT Gretiminin Antioksidan

kaynaklari eksojen nedenleri savunma
-Mitokondri iuv 151k -Enzimler:
-Peroksizomlar -ilyorlnze radyasyon Katalaz,siperoksit
-NADPH oksidaz b A dismutaz, glutatyon
-Diger enzimler -gevrese 0 .m e.r peroksidaz

-Inflamatuar sitokinler Normal ~Glutatyon
Fizyoloji -Vitaminler: A, Cve E =

- Diger antioksidanlar

Q
Asini fazla ROT Yetersiz ROT
-Hiicre olimi -Bozulmus immiin fonksiyon
-Hastaliklar -Bozulmus hiicre proliferasyonu
-Yaslanma -Diger bozulmus yanitlar

Sekil 2.7. Oksidan-antioksidan denge [39].

2.2.1. Hastaliklarin olusmasinda oksidatif stresin rolii ve oksidatif stresle iliskili

hastaliklar

Cesitli klinik durumlarin olusmasinda oksidatif stresin oynadigi rolle ilgili artan bir
farkindalik s6z konusudur. Kotlii huylu hastaliklar, diyabet, ateroskleroz, kronik iltihaplanma,
insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonu, iskemik reperfiizyon hasari ve uyku apnesi
onemli 6rneklerdir. Bu hastaliklar iki temel kategoriye ayrilir. Birinci kategoride yer alan diyabet
ve kanser genellikle iskelet kasi mitokondrilerinin ytliksek ROS iiretiminin ana bolgesi
olabilecegini diisiindiiren sistemik tiyol/disiilfiir redoks durumundaki pro-oksidatif degisimi ve
bozulmus glukoz klerensini gosterir. Bu kosullar mitokondriyal oksidatif stres olarak
adlandirilabilir. Terapo6tik miidahale olmaksizin bu kosullar yaslanmayla baglantili agir iskelet
kas1 kaybina neden olur. ikinci kategoriden “inflamatuvar oksidatif kosullar’ olarak
bahsedilebilir ¢iinkii tipik olarak NAD(P)H oksidaz aktivitesinin sitokinler veya diger etmenler
tarafindan asir1 bir uyarimu ile iligkilidir. Bu durumda artmis ROS seviyeleri veya hiicre igi
glutatyon (GSH) diizeylerindeki degisiklikler genellikle hiicre adezyon molekiillerinin
degistirilmis ekspresyonu ile 6rneklenen sinyal kaskadlarinin ve/veya gen ekspresyonunun

diizensizliginin belirtisi olan patolojik degisikliklerle iliskilidir [15].

2.2.1.1. Kanser ve oksidatif stres

ROS potansiyel kanserojenlerdir, c¢iinkii mutajenezi, timorin ilerlemesini ve

progresyonunu kolaylastirirlar. Normal hiicreler bile, hidrojen perokside veya stliperokside
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maruz kaldiklarinda siklikla cogalma ve biiyiime ile iliskili genlerin ekspresyonunu gosterirler.
Ek olarak, bazi kanser hiicreleri 6nemli miktarda ROS iiretirler. ROS iireten malign hiicrelerde
kontrolsiliz hiicre biliyiimesi ve normal hiicrelerde ROS ile indiiklenen yaslanma arasindaki
belirgin tutarsizlik, ROS iiretiminin gerekli olabilecegini ancak malign hiicre biiyliimesini
indiiklemek i¢in yeterli olmadigin1 diisiindiirmektedir [15]. Cesitli tipte ilerlemis maligniteleri
olan hastalarda plazma tiyol/disiilfiir redoks durumundaki pro-oksidatif kayma gozlenmistir
[40]. Bu degisim diabetes mellitus, yaslilik ve yogun fiziksel egzersizdeki benzer degisiklikleri
hatirlatir. Kanser hastalar1 genellikle glukoz klirensinde azalma ve anormal derecede yiliksek
glikolitik aktivite ve laktat liretimine sahip olduklarindan, gézlemlenen pro-oksidatif kaymanin,
mitokondriyal enerji substratinin artan ve temel olarak kontrol edilemeyen varligina aracilik

ettigini varsaymak mantikl bir diisiince olarak kabul edilebilir [15].

2.2.1.2. Diabetes mellitus ve oksidatif stres

ROS iiretimindeki artis ateroskleroz ve diger vaskiiler komplikasyonlar gibi diyabetik
komplikasyonlarin gelisimine katkida bulunur. Yiikselmis ROS seviyeleri de diabetes mellitus'ta
rol oynamaktadir. Hiperglisemi, insiiline bagimh olmayan (tip 2) ve insiiline bagimh diabetes
mellitusun (tip 1) bir gostergesidir. Yiiksek glukoz seviyeleri, bir¢ok farkli mekanizma ile artan
ROS tretimi ile iligkilidir. Kiltiirii yapilmis sigir aort endotel hiicrelerinde, hipergliseminin
mitokondriyal kompleks II'de artmis ROS {iretimine neden oldugu gosterilmistir. Mitokondriyal
ROS tretimini iyilestiren birka¢ bagimsiz uygulamanin, protein kinaz C veya NF-kB'nin
aktivasyonu ve gelismis glikasyon son triinlerinin olusumu dahil olmak tizere, hastaligin tipik
ikincil komplikasyonlarinin bir kismini 6nledigi gosterilmistir. Antioksidanlarla tedavi
endotelyal hiicrelerin disfonksiyonu veya artmis trombosit agregasyonu dahil olmak iizere

diyabetik komplikasyonlarin iyilesmesine yardim eder [15].

2.2.1.3. Kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve oksidatif stres

Kardiyovaskiiler hastaliklar hiperkolesterolemi, hipertansiyon, sigara, diyabet, zayif
beslenme, stres ve fiziksel hareketsizlik gibi ¢esitli risk faktorleri ile iliskili multifaktoriyel bir
etiyolojiye sahiptir. Son zamanlarda elde edilen arastirma verileri, oksidatif stresin bir¢cok
kardiyovaskiiler hastaligin primer veya sekonder sebebi olup olmadigi konusunda gesitli
tartismalar1 glindeme getirmistir. Yapilan in vivo ve ex vivo calismalar, ateroskleroz, iskemi,
hipertansiyon, kardiyomiyopati, kardiyak hipertrofi ve konjestif kalp yetmezligi gibi bir dizi

kardiyovaskiiler hastalikta oksidatif stresin roliinii destekleyen degerli kanitlar saglamistir (3).
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Ateroskleroz genellikle kronik bir inflamatuar hastalik olarak goriiliir ve hiperlipidemi, diyabet
ve hipertansiyon gibi baz risk faktorleri ile iliskilidir. Asir1 ROS {retimi ateroskleroz ve

hipertansiyonun patogenezinde rol oynamaktadir [15].

2.2.1.4. Norolojik rahatsizliklar ve oksidatif stres

Down sendromu veya trizomi 21, mental retardasyonun en sik goriilen genetik
sebebidir ve genellikle yetiskin hayatinda Alzheimer hastaliginin gelisimi ile iligkilidir. Fetal
down sendromu vakalarindan ve kiiltiiri yapilmis kortikal néronlar yasa gore eslestirilmis
normal beyin hiicrelerinden ti¢ ila dort kat daha fazla ROS icerir. Serbest radikal temizleyiciler
veya CAT ile tedavi, kiiltiirde down sendromu noéronlarinin dejenerasyonunu engeller (41).
Alzheimer hastaligy, ilerleyen yaygin néronal kayipla ve bilissel islevlerde azalma ile karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir. Etkilenen hastalarin beyinlerinde ¢ok sayida amiloid plaklar1 ve
norofibriler yumaklar goriliir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde ROS {retimi ve bunun
Alzheimer patogenezindeki etkisi, beyinde saptanan 6nemli miktarda lipit peroksidasyonunun
yani sira Alzheimer hastalarinin postmortem beyin-omurilik sivisinda bulunan artmis 4-
hydroxynonenal diizeyiyle iliskilidir. Ayrica, ROS'un amiloid b-protein hasarina aracilik ettigi

bulunmustur [15].

2.2.1.5 Bobrek hasari ve oksidatif stres

Oksidatif stres, glomerulonefrit ve tubulointerstisyel nefrit, kronik bobrek yetmezIligi, proteintiri,
tiremi gibi cesitli bobrek hastaliklarinda rol oynar. Siklosporin, takrolimus (FK506), gentamisin,
bleomisin, vinblastin gibi bazi ilaclarin nefrotoksisitesi esas olarak lipit peroksidasyonu yoluyla
oksidatif strese baghdir. Agir metaller ve gecis metallerinin neden oldugu farkli nefropati ve

karsinojenisite formlari, viicutta giiclii serbest radikal indiikleyicileridir [3].

2.2.1.6 Romatoid artrit ve oksidatif stres

Immiin reaktivitenin proksidatif kosullar ile arttirilmasi, bagisiklik sisteminin hizla
¢ogalan patojenleri kontrol altina almas1 ve yenmesi icin kritik 6neme sahiptir, fakat bu artis
ayni zamanda otoimmiin siirecleri indiikleme riskini de tasimaktadir [15]. Romatoid artrit,
makrofajlarin ve aktive edilmis T hiicrelerinin infiltrasyonu ile eklemlerin etrafinda eklem ve
dokularin kronik inflamasyonu ile karakterize sistemik otoimmiin bir hastaliktir. Inflamasyon
bolgesinde serbest radikallerin iliretiminin bu hastalifin patogenezine kesin olarak katkida

bulunabilecegini gésteren ¢esitli kanitlar vardir [3,15]. Cesitli romatizmal hastaliklarda oksidatif
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hasar ve inflamasyon, serum ve sinovyal sividaki artmis izoprostan ve prostaglandin diizeyleri

ile kanitlanmistir [42].

2.3. AKkrilonitril

2.3.1. AKrilonitril fiziksel ve kimyasal 6zellikler

Akrilonitri (CH,=CHCN), hammadde olarak akrilik elyaf, plastik, sentetik kaucuk,
yapistiricilar ve akrilamid liretiminde yaygin olarak kullanilan, 77.5-79.68°C’de kaynayan, -
83.580C’de eriyen, ucucu, sivi 6zellikte keskin kokuya sahip, renksiz, berrak ve toksik bir
monomerdir [43-45]. Su, aseton ve benzende ¢oOziinlir ve etanol ve eter ile Kkarisabilir.

Reaksiyonlari nitril grubunun ve C=C cift baginin varlig ile karakterize edilir [45].

2.3.2. AKkrilonitril iiretimi ve kullanmi

Ik olarak 1893 yilinda akrilonitril ilk, akrilamid veya etilen siyanohidrinin fosfor
pentoksit ile dehidrasyonu ile tretildi. 1960 yilina kadar, akrilonitril ticari olarak hidrojen
siyaniire ve etilen oksite veya asetilene dayali islemlerle iretildi [46]. Akrilonitril, artik
propilen, amonyak ve havanin bir katalizér varliginda reaksiyona sokuldugu ve ardindan
damitma ile devam eden Sohio prosesi ile iiretilmektedir. Akrilonitril tiretiminde kullanilan bir
diger sentez, asetilen ve hidrojen siyaniriin dogrudan reaksiyonunu icerir. Akrilonitril,
kolorimetri, gaz kromatografisi, yliksek basingh sivi kromatografisi ve polarografi ile analiz
edilebilir. Su, aseton ve benzende ¢6ziiniir ve etanol ve eter ile karisabilir. Reaksiyonlar: nitril
grubunun ve C=C cift baginin varlhig ile karakterize edilir. ABD, diinya iiretiminin yaklasik
%?30'unu olusturan en biiytik akrilonitril tireticisi konumundadir, ancak son zamanlarda Tayland
ve Gliney Kore gibi Asya iilkeleri de akrilonitril iiretimini biiyiik 6l¢iide artirmistir. Cin gibi
tilkelerde pamuk tarlalarinin yerini giderek gida tiretilen tarlalar almaktadir. Bu faktorler
diinyada akrilonitrile olan talebi artirmaktadir. Uretilen akrilonitrilin yaklasik %401 giysi ve
dosemelerin iretiminde kullanilan akrilik ve modakrilik elyaflarin tiretimi icin kullanilir.
Yaklasik %28, cesitli ev esyalarinda, boru baglanti elemanlarinda ve araglarda kullanilan
akrilonitril-butadien-stiren ve stiren-akrilonitril recginelerinin hazirlanmasina hizmet eder.
%15'i bir naylon iretim araci olan adiponitrile donistiiriiliir ve geri kalani, akrilamid, nitril

elastomerler, bariyer recineleri ve ¢esitli 6zel kimyasallarin tiretimin kullanilir [45].
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2.3.3. AKrilonitrile maruziyet

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Cevreyi Koruma Ajansi (EPA) akrilonitrili su ve
tehlikeli hava kirletici ugucu bir organik bilesim olarak siniflandirmistir. Ortamdaki akrilonitril,
havada hizla ve biraz daha yavas olmak iizere suyla parcalanir. Bu ylizden, ¢evrede bulunan
akrilonitrile maruz kalan niifus, fabrikalar veya atik sahalar1 disinda ¢ok fazla degildir.
Fabrikalarin yakinindaki hava konsantrasyonlari genel olarak 1 ppb'nin altindadir. Bununla
birlikte, akrilonitrile maruz kalma, liflerdeki ticari polimerik malzemedeki kalint1 akrilonitrilden
de meydana gelebilir. Ayrica sigara dumaninda da tespit edilmistir. Iscilerin akrilonitrile maruz
kalmasi, akrilonitril sentezinden ticari liriinlere kadar tiim asamalarda ortaya ¢ikabilir [45]. ABD
Is Saghg ve Giivenligi Idaresi iscilerin akrilonitrile maruziyetini havada 2 ppm'e kadar
isgiiniiniin herhangi bir bélimiinde asilmamis olabilecek tavan konsantrasyonu da 10 ppm’e
kadar  smirlandirir. Almanya Federal Cumhuriyeti saglik otoriteleri, hicbir esik limiti
bulunmayan karsinojenik kimyasallar kategorisine akrilonitrili yerlestirmistir. Plastik kaplarin

0.17 ppb'den fazla akrilonitrili gidaya birakmasina izin verilmez [47].

2.3.4. Akrilonitrilin toksisitesi

Akrilonitril, insan viicuduna beslenme, inhalasyon ve cilt yoluyla girebilir. Akrilonitrilin
akut yiiksek diizeyde alimini takiben semptomlar ¢ok spesifik degildir ve akrilonitrilin merkezi
sinir sistemine, mide-bagirsak sistemine ve adrenallere toksisitesi ilgilidir. Akrilonitrilin toksik
semptomlarinin goérilebilmesi, siyaniiriin yavas olusumu ve glutatayonun tilkenmesi olmak
tizere iki temel metabolik 6zellige baglidir. Hepatositlere in vitro ortamda yiliksek O, gerilimi
altinda akrilonitril uygulanmasi, hizli bir GSH ve lipit peroksidasyonuna neden olur. Akrilonitril
ayrica sicanlarin karacigerlerinde lipoperoksidasyona neden olur [45]. Karaciger akrilonitril
metabolizmasinin ana boélgesi olmasina ragmen, akciger epitel hiicreleri de akrilonitrili 2-
siyanoetilen oksit (CEO)'e metabolize edebilir [48]. Buna ek olarak, inhale edilen akrilonitril,
sican akcigerinde belirgin bir GSH azalmasina neden olur ve sican alveolar makrofajlarinda
oksidatif stresi artirir. Ayrica, mesleki olarak akrilonitrile maruz kalan kisilerin eritrositlerinde
lipit peroksidasyonu bildirilmistir. Akrilonitril kaynakli GSH tiikenmesinin kolinerjik
reseptorleri etkiledigi ve bu sekilde sicanlarda mide nekrozuna ve adrenal nekroza neden
oldugu diisiiniilmektedir. Akrilonitril de dahil olmak tlzere ¢esitli ajanlara maruz kalan isgiler,
hepatik GSH diizeylerinde azalma, hafif diizeyde karaciger fonksiyon degisiklikleri ve bazen de

testosteron diizeylerinde azalma gostermislerdir [45].
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2.3.5. Akrilonitrilin metabolizmasi

Akrilonitrilin metabolize edilmesinde ii¢ yol vardir (Sekil 2.8.). ilk olarak, akrilonitril,
P450 ile CEO arasinda oksidatif biyotransformasyona ugrayabilir ve ardindan siyaniir (CN)
salinabilir. Metabolik olarak salinan siyaniir, molekiiler bazda akrilonitrilden 10 kat daha
toksiktir ve oldiriiciidiir. Oksidatif yolaktan cok reaktif bir ara metabolit olan siyanoetilenoksit,
DNA ile reaksiyona girebilir ve akrilonitrilin kanserojenligine bagli olarak DNA hasarina neden
olabilir. Ikinci yol, akrilonitril, proteinlerde tiyol gruplariyla non-enzimatik olarak reaksiyona
girebilir. Protein tiyoller, protein katlanmasi, enzim katalizi ve metabolik regiilasyon dahil olmak
lizere baz1 hiicresel islevlerde cok énemli bir role sahip olabilir. Bu nedenle, bu tiyol gruplarinda
kovalent modifikasyon bircok 6nemli enzimin ve proteinin inaktivasyonuna yol acabilir. Bu
kovalent baglanma, akrilonitrilin akut toksisitesinde énemli bir role sahip olabilir. Ugiincii yol
olarak, akrilonitril ayni zamanda enzimatik ve enzimatik olmayan sekilde ¢6ziinebilir siilfhidril
gruplarn ile reaksiyona girebilir ve bu reaksiyon GSH'nin tiikenmesinden sorumludur. GSH,
hiicresel antioksidan savunmada 6nemli bir bilesen oldugundan, tiikenmesi, tiim dokularda

oksidatif hasara karsi hiicreleri savunmaslz birakabilir [49].

ch CH-CN

GIutatvunvolu ﬂkl‘llﬂﬂltl‘ll (kadatlfyol J
(CYP2E1)

G-S-CHp-CHo-CN

glutatyon adiiktii Hzcepoks?tl-l -CN
l l GST (+GSH)

cys-S-CHa-CHz-CN (siilfiir transferaz) G-S-CHo-CHOH-CN

rodanaz
l (SCN)" +—————— (CN)" 4—/1
N-ac-cys-S-CHp-CHp-CN l N
idrarda merkapturik asit _ G-S-CH2-CHO
idrar :
\j

N-ac-cys-CH3-CH20H
idrarda: N-ac-cys-CH3-COOH

ve diger metabolitler

Sekil 2.8. Akrilonitirilin metabolizmasi [50].
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Sekil 2.9. Akrilonitril metabolizmasi [49].

2.3.5.1. Oksidatif yol

Akrilonitrilin oksidatif metabolizmasinin, karaciger ve muhtemelen diger dokulardaki
sitokrom p450 enzimleri tarafindan katalize edilir. Oksidatif yoldan salinan siyaniir, tiyosiyanat
olusturmak icin rodanaz yolu ile detoksifiye edilir [50]. In vitro calismalar, bir karaciger
homojenat1 eklenene kadar akrilonitrilin siyaniire biyotransformasyonunun olmadigin
gostermistir. Bu reaksiyon NADPH ve Oz‘e bagimlidir. NADPH yoklugunda, siyantir saptanabilir
diizeyde degildir, buna karsilik O, yoklugunda, siyaniir olusumu %79 oraninda daha azdir.
Akrilonitrilin siyaniire oksidatif biyotransformasyonu siyanoetilenoksit ara maddesi lizerinden
yluriir. CEO, yaklasik 99 dakikalik yar1 6mrii ile fizyolojik kosullar altinda olduk¢a kararlhidir. CEO
Siyaniirii serbest birakmak icin su ile hidrolize edilebilir, GSH ile konjugasyona ugrar ya da
protein ve DNA ile reaksiyona girerek adiiktler olusturabilir. CEO’in hidroliziyle olusan olasi
metabolitleri siyanoetandiol ve asetik asittir [49]. Inhibitérlerle yapilan calismalar, kemirgenler
ve insanlar arasinda farkliliklar olmasina ragmen, epoksit hidrolazin bir katalizér oldugunu
gostermistir. Epoksit hidrolaz, siyanoetilenoksitin hidrolizini, kendiliginden glikolaldehit ve

hidrojen siyaniirii ayristiran bir siyanohidrine katalize edebilir [51]. GSH konjugasyonunun hem
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akrilonitril hem de siyanoetilenoksit i¢cin ana egilim yolu oldugu disiiniilmektedir [52].
Akrilonitrilin sicanlardaki karsinojenliginin siyanoetilenoksit olusumuna bagli oldugu
diistiniilmektedir. Siyanoetilenoksit metabolik aktivasyon olmaksizin mutajen iken, akrilonitril
sadece karaciger mikrozomlarinin varliginda mutajendir. Akrilonitrilin toksik metaboliti olan
siyaniir toksik olmayan bir bilesik olan tiyosiyanat olusturmak lizere rodanaz yolu boyunca
stlfiir eklenerek detoksifiye edilir. Siyaniirden tiyosiyanat olusumunda hiz kisitlayici faktor bu
reaksiyonu katalizleyen rodanaz enziminden c¢ok kiikiirtiin kullanlabilirligine baghdir.
Tiyosiyanatin olusumu, akrilonitrilin yiizde kag¢inin siyaniire metabolize oldugunu tahmin

etmeKk icin bir biyobelirtectir [49].

2.3.5.2. Non-OKksidatif yol

2.3.5.2.1. Doku proteinlerine kovalent baglanma

Akrilonitril, proteinlerde -SH gruplan ile enzimatik olmayan reaksiyona girebilir.
Akrilonitrilin proteine baglanma reaksiyonu NADPH gerektirmediginden sitokrom p450 den
bagimsizdir. Akrilonitrilin proteine kovalent baglanmasi doza bagimlidir. Kovalent olarak
degistirilmis proteinler, 6l¢lilen tiim dokularda, yani kan, karaciger, bobrek, bobrekiistii bezleri,

glandiiler mide ve mide sivisinda bulunur [49].

2.3.5.2.2. Glutatyonun tiikenmesi

Glutatyon, L-glutamat, L-sistein ve glisin olmak {izere li¢c amino asitten olusan bir
tripeptittir. Dokularda her yerde bulunur ve toplam hiicre ici tiyollerin %90-95'ini olusturur
[53]. Bir niikleofil olarak, GSH elektrofilik bilesikler ile reaksiyona girebilir ve burada oksidan ve
serbest radikallerden hiicrelerin korunmasinda énemli bir rol oynayabilir. GSH konsantrasyonu
glnliik ritimden etkilenir [54]. Sabah en yiiksek seviyelere ulasir. Akrilonitril enzimatik ve
enzimatik olmayan yollarla bir¢cok dokuda protein icindeki GSH ve siilthidril gruplarinin
tiilkenmesine yol acan ¢o6zinebilir tiyol gruplar ile reaksiyona girebilir. GSH ile reaksiyon,
akrilonitril icin ana metabolik yoldur ve akrilonitrilin detoksifikasyonunda bu yol kullanilir. Bu
reaksiyon toksik olmayan bir bilesik olan siyanoetillenmis merkapturik asit iiretimi ile
sonuglanir. GSH'nin tiikenmesi o6limcill olmamakla birlikte, artmis siyaniir seviyeleri ve
detoksifikasyon enzimlerinin kovalent modifikasyonunun artmasi, homeostazin bozulmasini

tetikleyebilir ve sonunda hiicresel hasara ve sonunda organ yetmezligine yol acabilir [49].
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2.3.6. Akrilonitrilin antidotlar:

Reaktif akrilonitril molekiiliiniin, kovalent baglanmaya, GSH havuzunun
indirgenmesine veya biyotransformasyonu sirasinda olusan reaktif ara maddelerin etkisine
bagh olarak akrilonitril toksisitesi iizerinde bir etkisi oldugu agiktir. GSH tiikenmesi oksidatif
doku hasar ile sonuclanabilir, ancak tek basina akut toksisiteyi aciklayamaz [49]. Mevcut
endiistriyel hijyen uygulamalari, normal mesleki prosediirler sirasinda AN'ye maruz kalmay1
sinirlayabilir. Bununla birlikte, yiiksek seviyelerdeki kazara maruz kalma, akrilonitrilin iretim,
ulasim ve son kullaniminda yer alan bireylerin saghigini ciddi sekilde etkileyebilir [55]. Ne yazik
ki, akrilonitril zehirlenmesi icin su anda o6nerilen antidotal tedavi sadece siyaniir bileseninin
yonetimine odaklanmaktadir ve akrilonitrilin dogal toksik etkileri hesaba katilmadigi icin
etkinlikten yoksundur [49].

Sodyum tiyosiilfat, metionin ve sistein, siyaniiriin, bobrek tarafindan kolaylikla atilabilen toksik
olmayan bir bilesik olan tiyosiyanata doéniistiiriilmesi icin gerekli olan kiikiirtii saglayabilir. Bu
reaksiyon icin katalizor, rodanaz enzimidir. Bununla birlikte, bu detoksifikasyon i¢in sinirlayici
faktor, viicutta kolayca bulunabilen siilfiir havuzudur. Diger yandan, sodyum nitrit, hemoglobini
methemoglobine  doniistiirerek  etkisini  gosterir. Kandaki siyaniir, daha sonra
siyanomethemoglobin olusturmak iizere methemoglobine baglanabilir. Bu serbest siyaniir
konsantrasyonunu diisiirtir. Zamanla siyaniir yavas yavas methemoglobinden ayrisir ve rodanaz
tarafindan tiyosiyanata doniistiiriiliir [55]. L-cvstein N-asetyl-L-sistein (LNAC) ve GSH gibi tiyol

iceren antidotlar simdiye kadar arastirilan en iyi antidotlardir [49].
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Sekil 2.10. Akrilonitrilin antidotlarinin mekanizmasi [49].

34



Kemal Akkaya, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

F

QALDRICH

R 110213-500ML Lot #

- = 2 4'.4
BCBV403 z

Sekil 2.11. Calismada kullanilan akrilonitril

2.4. Antioksidan savunma sistemleri

Oksijen hayat icin vazgecilmez bir elementtir. Hiicreler enerji liretmek icin O
kullandiginda, mitokondri tarafindan ATP (adenosin trifosfat) liretiminin bir sonucu olarak
serbest radikaller olusur. Bu yan iiriinler, genellikle hiicresel redoks isleminden kaynaklanan
ROS'dur. Bu tiirler hem toksik hem de faydal bilesikler olarak ikili rol oynarlar. Bu nedenle, bu
iki karsit etki arasindaki hassas denge agikca hayatinin 6énemli bir yoniidiir. ROS diisiik veya orta
seviyelerde, hiicresel yanitlar ve bagisiklik fonksiyonu iizerinde yararh etkiler gosterir; yiiksek
konsantrasyonlarda ise, tiim hiicre yapilarina zarar verebilen oksidatif stres gibi zararl bir siire¢

olustururlar [56]. Cesitli kaynaklardan serbest radikallere maruz kalmak, organizmalari bir dizi
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savunma mekanizmasi gelistirmeye yéneltmistir [57]. Insan viicudu, dogal olarak (endojen)
tiretilen veya gidalar (eksojen) yoluyla disaridan saglanan antioksidanlar ile oksidatif stresi
onlemeye yonelik cesitli mekanizmalara sahiptir [56]. Serbest radikal kaynakli oksidatif strese
karsi savunma mekanizmalari o©nleyici mekanizmalar, onarim meKkanizmalar, fiziksel

savunmalar ve antioksidan savunmalar olmak iizere dort ¢esittir [57].

2.4.1. Antioksidanlarin siniflandirmasi

Insan antioksidan sistemi, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olmak tizere iki ana gruba ayrilir (antioksidan review). ROS'un
noétrlestirilmesinde dogrudan rol oynayan baslica enzimatik antioksidanlar sunlardir: SOD, CAT,
GSH-Px ve GRx. Serbest radikallere karsi ilk savunma hatti olan SOD, siiperoksit anyon
radikalinin (O e -) azaltilmasinin H20;'e dontistiiriilmesini katalize eder [56]. Enzimatik olmayan
antioksidanlar ayrica metabolik antioksidanlar ve besinsel antioksidanlara ayrilir. Endojen
antioksidanlara ait olan metabolik antioksidanlar, viicutta lipoid asit, GSH, L-arjinin, koenzim-
Q10, melatonin, rik asit, bilirubin, metal selatlama proteinleri, transferrin, vb’dir. Eksojen
antioksidanlara ait olan besinsel antioksidanlar: viicutta iiretilemeyen ve E vitamini, C vitamini,
karotenoidler, iz metaller (selenyum (Se), manganez (Mn), Zn), flavonoidler, omega-3 ve omega-
6 yag asitleri gibi gida veya takviyelerle saglanabilen bilesiklerdir. Besin antioksidanlarinin
ROS'un detoksifikasyonunda rol oynadigi gosterilmistir [58] ve oksidatif stresin nétralizasyonu

icin endojen antioksidanlara yardimci olarak énemli bir rol oynarlar [56].
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Sekil 2.12. Antioksidan siniflandirma [59].

2.4.2. Enzimatik antioksidanlar

Gallik asit
Ellagik asit

Enzimatik antioksidanlar ile ilgili olarak bunlar birincil ve ikincil enzimatik

savunmalara ayrilir. Birincil savunmayla ilgili olarak, serbest radikallerin olusumunu engelleyen

veya notralize eden ii¢ 6nemli enzimden olusur: peroksitleri azaltmak i¢in selenoller olusturarak

iki elektron bagislayan ve ayrica Fenton reaksiyonu i¢in potansiyel substrat olarak peroksiti yok

eden GSH-Px; H;0;'yi suya ve molekiiler Oz'ye doniistiiren CAT; ve son olarak SOD siiperoksit

anyonlarini CAT i¢in bir substrat olan H20;’e ¢evirir [60].
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Sekil 2.13. ROS'un olusumu ve bunlara kars1 savunma mekanizmasi, MPO=miyeloperoksidaz,
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Sekil 2.14. SOD, CAT ve GSH-Px'in radikal stipiiriicii aktivitesi [24].
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Sekil 2.15. a) Katalaz, b) Glutatyon peroksidaz, c) Siiperoksit dismutaz [24].

2.4.2.1. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hidrojen peroksit ve membran lipit peroksidasyonu sonucu olusan LOOH’lerin
azaltilmasindan sorumlu olan redoks déngiisiindeki enzimler arasinda GSH-Px'ler de bulunur
[62]. GSH-Px'ler, aktif bolgeler icinde 6zgiin amino asit selenosisteinini ihtiva eden ve H,0; ve
lipit peroksitleri bunlara karsilik gelen alkollere indirgemek tizere, GSH gibi diisiik molekiiler
agirlikh tiyoller kullanan bir tetramerik enzim ailesidir. Farkli genler tarafindan kodlanan doért
farkli GSH-Px vardir: GSH-Px-1 (hiicresel GSH-Px) her yerde bulunur ve H;0, ve yag asidi
peroksitlerini azaltir, ancak esterlenmis peroksil lipitleri azaltmaz [63]. Esterlestirilmis lipitler,
indirgeyici esdeger olarak birkac farkli diisiik molekiiler agirlikli tiyol kullanabilen membrana
bagli GSH-Px-4 (fosfolipit hidroperoksit GSH-Px) ile azaltilir. GSH-Px-2 (gastrointestinal GSH-Px),
gastrointestinal epitelyal hiicrelerde lokalize olup diyet peroksitlerini azaltmaya hizmet eder.
GSH-Px-3 (hiicre dis1 GSH-Px), hiicre disi1 bdlmede bulunan ve memelilerde en Onemli
ekstraseliiler antioksidan enzimden biri olduguna inanilan GSH-Px ailesinin tek tlyesidir. Hiicre

dis1 GSH-Px yaygin olarak insan akcigerinde incelenmistir [64].
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2.4.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, her bir alt birim i¢in tek bir ferriprotoporfirin grubu iceren tetrahedral olarak
diizenlenmis dort 6zdes alt birimden olusan tetramerik bir enzimdir. CAT ve peroksidaz
aktivitesine sahip H donoérleri (metanol, etanol, formik asit veya fenoller) su ve molekiiler

oksijen olusturmak tizere H,0 ile cok etkili bir sekilde reaksiyona girer [61];

2H:20:—= 2H:0+ 0:
ROOH+AH:—H:0+BROH+ A

Hayvanlarda H,0, CAT ve GSH-Px tarafindan detoksifiye edilir. CAT, hiicreleri i¢clerinde iiretilen
H20,’e karsi korur. Her ne kadar CAT normal kosullar altinda bazi hiicre tipleri i¢in gerekli
olmasa da, hiicrelerin adaptif yanitinda oksidatif strese karsi toleransin kazanilmasinda 6nemli

bir rol oynar [65].

2.4.2.3. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz, yiiksek oranda reaktif siiperoksit anyonunun O;'ye ve daha diisiik
oranda reaktif olan H,0,'ye degismesini katalize eden antioksidan enzimdir. Peroksit CAT veya

GSH-Px reaksiyonlart ile yok edilebilir [61].

. . S0D
02 + DE + 2H+ —_— HEDE Ll Dj

Sekil 2.16. SOD'nin antioksidan etkisi [61]

Insanlarda, sitosolik Cu/Zn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD ve hiicre dis1 SOD (EC-SOD)
olmak iizere ti¢ tiir SOD vardir. SOD, belirgin bir sekilde yiiksek reaksiyon hizlarina sahip bir
Ping Pong tipi mekanizmada aktif bolgedeki gecis metali iyonunun ardisik oksidasyonu ve
indirgenmesiyle O, 'yi yok eder (66).

Mn-SOD:

Mn-SOD, siiperoksit basina bir Mn atomu ihtiva eden ve iki kademeli stiperoksit degisimi
sirasinda Mn (III) 'den Mn (II)' ye ve tekrar Mn (III)'e donilisen bir homotetramerdir.
Mitokondriyadaki solunum zinciri, 6nemli bir oksijen radikal kaynagidir. Mn-SOD'un biiyiik
Olgiide sitokinler tarafindan indiiklendigi ve bastirildig1 gosterilmistir, ama oksidanlar
tarafindan sadece orta derecede etkilenir. Rekombinant insan mitokondriyal Mn-SOD"'un
peroksinitrit ile inaktivasyonuna, spesifik bir tirozin kalintisinin nitratlanmasi neden olur [67-

69].
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Mn-SOD'un biyolojik 6nemi asagidaki gozlemlerle gosterilmistir: (a) Escherichia
coli'deki Mn-SOD genlerinin inaktivasyonu, aerobik kosullarda yetistirildiginde mutasyon
sikligini artirir; (b) Saccharomyces cerevisiae'deki genin eliminasyonu, Oz'e olan duyarliligini
artirir; () Mn-SOD knock-out farelerde ekspresyon eksikligi, dilate kardiyomiyopati ve neonatal
letalite ile sonuglanir; (d) tiimor nekroz faktorii (TNF) secici olarak cesitli fare dokularinda ve
kultiirlenmis hiticrelerdeki Cu/Zn-SOD, CAT veya GSH-Px mRNA’larin1 degil Mn-SOD mRNA'y1
indiikler; (e) Mn-SOD cDNA'nin Kkultiirlenmis hiicrelere transfeksiyonu, parakuat, TNF ve
doksorubisin tarafindan uyarilan sitotoksisiteye direncli hiicreler olusturdu. Transgenik
farelerde insan Mn-SOD genlerinin radyasyon kaynakli neoplastik transformasyon ifadesi O
kaynakli akciger hasarina ve doksorubisin kaynakl kardiyotoksisiteye karsi koruma saglar [61].
Cu/Zn-SOD:

Cu/Zn-SOD (SOD-1), evrim boyunca korunan baska bir enzim tipidir. Bu enzimler
yaklasik 32 kDa'lik iki 6zdes altbirime sahiptir. Her bir alt birim, bir histamin kalintisi ile
kopriilenmis bir bakir (Cu) ve bir ¢inko(Zn) atomundan meydana gelen ve aktif bolge olan metal
bir kiime icerir. Cu/Zn-SOD’un antioksidan savunmanin ilk hattinda 6nemli bir rol oynadigina
inanilmaktadir [61].

Ekstraselliiler stiperoksit dismutaz (EC-SOD):

Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD) heparin ve heparan siilfat gibi baz
glukozaminoglikanlar icin yliksek afiniteye sahip tetramerik, Cu ve Zn iceren bir glikoproteindir.
EC-SOD, substrat veya diger oksidanlar tarafindan indiiklenmez ve memeli dokularindaki
regiilasyonu, esas olarak, tek tek hiicrelerin oksidanlara tepkisi olarak degil, sitokinler
tarafindan koordine edilen bir sekilde gerceklesir [70].

Fe-SOD:

FeSOD bakterilerde, 6zellikle daha ilkel olanlarda, bitkilerin kloroplastlarinda, birkag

protistte ve 6karyotlarda bulunur. FeSOD, periplazmik konumu nedeniyle temizlik enzimi olarak

gorev yapabilir ve cevresel oksidatif strese karsi direng saglayabilir [71].
2.4.2.4.Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-Transferaz (GST)'lar, doymamis aldehitler, epoksitler ve hidroperoksitler
(ROOH) gibi sekonder metabolitleri inaktive eder (Sekil 2.4.2.4.1.). Ug¢ ana GST ailesi

tanimlanmistir: sitozolik GST, mitokondriyal GST ve eikozanoid ve GSH metabolizmasinda rol

alan membran iligkili mikrozomal GST [64].
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SH
O (8] SK
H, NH__COOH + Ksenobiyotik (K) SST, H.N NH__COOH
-w\(\)L]\'” —~ v Yt (K) - NH ~
COOH O COOH 8]
Glutatyon Glutatyon-S-konjugati

y-L-Glutamil-L-sisteinilglisin

Sekil 2.17. Glutatyon S-transferazin katalizledigi ksenobiyotik-glutatyon konjugasyonu [72].
Glutatyon S-transferazlar, GSH'nin endojen lipit peroksidasyon tiriinleri ile konjugasyonunda,
Se'ye bagl olmaksizin GSH-Px aktivitesi aracilig1 ile ROOH'lerin etkisizlestirme reaksiyonlarina

katilarak hiicreyi oksidatif strese karsi korur [73].

2.4.2.5. Glutatyon rediiktaz (GRx)

1930-50'ler arasinda Hopkins ve diger birka¢ grup tarafindan yapilan calismalara
dayanarak, Racker 1955'te mayadan GRx'1 saflastirdi ve NADPH'yi elektron vericisi olarak
dogruladi. Fonksiyonel GRx, insanlar dahil ¢esitli aerobik organizmalarin hayatta kalmasi i¢in bir
on kosul degildir. Bugiine kadar, GRx eksikligiyle ilgili tek belgelenmis klinik semptomlar
eritrositlerin oksidatif zorluga (bakla yedikten sonra ki hemolitik kriz dahil) ve erken yetiskinlik

doneminde katarakt gelisimine daha fazla yatkinligi ile sinirhdir [74].

2.4.2.6 Miyeloperoksidaz (MPO)

Miyeloperoksidaz (MPO), glg¢lii prooksidatif ve proinflamatuvar o6zellikleri ile
karakterize edilen, esas olarak aktif notrofiller tarafindan salinan, iyi bilinen bir enzimdir. MPO,
polimorfoniikleer notrofillerin ve makrofajlarin azurofilik graniillerinde depolanmis bir
hemoproteindir. MPO LDL kolesterol icerisindeki lipitlerin oksidasyonunda rol oynamistir. Ek
olarak, MPO, endotelyal kaynakl nitrik oksiti tiiketir, bdylece nitrik oksitin biyoyararlanimini
azaltir ve damar genisletici ve antienflamatuar 6zelliklerini bozar. Bir¢ok organizmaya karsi
antimikrobiyal etki gosterir. MPO, H;0, ve klor anyonundan hipokloréz asit iiretir buna ek

olarak tirozini oksitleyerek tirozil radikali olusturur [75].
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Sekil 2.18. MPO-H,0,-kloriir antimikrobiyal sistemi NADPH, Indirgenmis nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat; 02. Siiperoksit anyon; HOCI, hipokloréz asit [76].

2.4.3. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda vitaminler, (-karoten, {irik asit ve GSH gibi

diisiik molekiiler agirlikh bilesikler bulunur [64].
2.4.3.1. C Vitamini (Askorbik asit)

Suda ¢6ziinebilir C vitamini (askorbik asit), esas olarak 0'siz radikalleri temizleyerek
hiicre ici ve hiicre disi sulu faz antioksidan kapasitesini saglar. E vitamini serbest radikallerini E
vitaminine geri donustiiriir. Plazma diizeyinin yasla birlikte azaldig1 gosterilmistir [64].
2.4.3.2. Vitamin E (a-Tokoferol)

Lipit-¢oziiniir E vitamini, hiicre zarinin hidrofobik i¢c bolgesinde yogunlasir ve oksidan

kaynakli membran hasarina karsi temel savunmayi olusturur. E vitamini elektronunu lipit

peroksidasyonu sirasinda tliretilen ROO: 'ne verir. a-tokoferol, E vitamininin ve hiicredeki baslica
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membrana bagh antioksidanlarin en aktif seklidir. E vitamini kanser hiicrelerinin apoptozunu

tetikler ve serbest radikal olusumlarinmi engeller [64].

2.4.3.3. Glutatyon (GSH)

GSH, tim hiicre bolmelerinde oldukca fazladir ve baslica ¢oziiniir antioksidandir.
GSH/GSSG(glutatyon distlfid) orani oksidatif stresin baslica belirleyicisidir. GSH antioksidan
etkilerini gesitli sekillerde gosterir. GSH, GSH-Px aktivitesi iizerinden H,0, ve lipit peroksitleri
detoksifiye eder. GSH elektronunu H:0;'yi H,0 ve O,'ye indirgemek icin H20;'ye verir. GSSG
tekrar elektron vericisi olarak NAD(P)H kullanan GSH rediiktaz tarafindan GSH'ye indirgenir.
GSH-Px'ler ayrica hiicre zarinin lipit peroksidasyonundan korunmasi i¢in énemlidir. indirgenmis
GSH, protonlar1 membran lipitlerine bagislar ve membran lipitlerini oksidan ataklardan korur.
GSH, GSH-Px ve GST gibi bir¢cok detoksifiye edici enzim i¢in bir kofaktordiir. C vitamini ve E
vitamininin aktif formlarina déniismesinde rol oynar. GSH, proapoptotik ve antiapoptotik sinyal
yolaklari ile etkileserek hiicreleri apoptosise karsi korur [64].

Sekilde gosterildigi gibi, GSH'nin katalitik donglisiinde GSH oksidaz, GRx ve GSH-Px
olmak iizere ii¢ enzim grubu tanimlanabilir. GSH oksidaz ve GSH-Px, GSH'nin GSSG’e
oksidasyonunu katalize eder. Oysa GRx, NADPH'ye bagimli bir slirecte GSH'nin GSSG'den
rejenerasyonundan sorumludur. Hiicreler GSSG iretebilir veya GRx varligfinda NADPH
kullanarak GSH'ye doniistiirebilir. Bununla birlikte GSH'nin amino asit bilesenlerinden de novo
sentezlenmesi, GSH'nin oksidatif strese adaptif bir yanit olarak yiikselmesi icin gereklidir.

GSH’deki siilfidril grubunun varligy, bir antioksidan olarak islev gérmesini saglar [24].

B
HN O
I I \K/
s
Hﬂ)k/\/u\qu ""H
i H

Sekil 2.19. Glutatyon [24].

44



Kemal Akkaya, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

NADP'

Glutatyon re

NADFH +H

dm}(

(4]

Glutatyonun indirgenmis formu

C U:
H,0,

Glutatyon
rediiktaz

HO Y

)

HN._ .0
0 0 t/
8
nnJJ\/\-/LN(
£ H

NI,

NH,
v L __oH
~g ! \I_I/\/\ﬂ/
] 0
0 NH

OH

4]

Glutatyonun oksidenmis formu

H,0,

Glutatyon peroksidaz

1H,0

Sekil 2.20. Glutatyonun indirgenmis formunda (GSH) ve oksitlenmis formda (GSSG) glutatyon

oksidaz, GRx ve GSH-Px enzimleri ile interkonversiyonu [24].

2.4.3.4. Karotenoidler (f3-karoten)

Karotenoidler bitkilerde bulunan pigmentlerdir. Oncelikle, B-karotenin peroksil,

hidroksil ve stiperoksit radikalleri ile reaksiyona girdigi bulunmustur. Karotenoidler antioksidan

etkilerini Oz'nin diistik kismi basincinda gosterirler ancak daha ytiiksek O, konsantrasyonlarinda

prooksidan etkilere sahip olabilirler. Hem karotenoidler hem de retinoik asitler (RA)

transkripsiyon faktorlerini diizenleyebilir. Karotenoidler ayrica hiicrelerin apoptozunu da

etkiler. RA'nin antiproliferatif etkileri ¢esitli calismalarda gosterilmistir. RA'nin bu etkisine esas

olarak retinoik asit reseptorleri aracilik eder ve hiicre tipleri arasinda degisir. Memeli karsinom

hiicrelerinde, retinoik asit reseptoriiniin, hiicre dongiisiiniin bloke edilmesini, apoptozu veya her

ikisini de indiikleyerek biliyiime inhibisyonunu tetikledigi gosterilmistir [64].
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2.4.4. Bitkisel kaynakli antioksidanlar

2.4.4.1. Kurkumin

Asya'nin tropikal bolgelerinde yaygin olarak yetistirilen ¢ok yillik bir bitki olan zerdecal
\Curcuma longa (Zingiberaceae) rizomlarinda bol miktarda bulunan dogal bir polifenolik bilesik
olan kurkumin'in, topikal veya oral uygulamadan sonra kapsamli antienflamatuar ve antikanser
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir [77]. Rizomu yiyeceklere renk ve lezzet vermek icin
yaygin olarak kullanilir. Eski Hindu metinlerinde, aromatik, uyarici ve karminatif o6zellikler
atfedilir. Sonmiis kirec ile karistirilmis zerdecal, yaralanmalarin neden oldugu burkulmalar ve
sisliklerin tedavisi icin bir evsel ila¢ olarak bilinir. Bu amacla etkilenen bolgeye yerel olarak
uygulanir. Giiniimiizde geleneksel Hint tibbi, safra hastaliklari, anoreksiya, nezle, oksiiriik,
diyabetik yaralar, hepatik bozukluklar, romatizma ve siniizite karsi zerdecal kullanimini tavsiye
etmektedir. Cin geleneksel tibbinda, karin agrilar1 vb. hastaliklarda Curcuma longa kullaniyor
[78]. Kurkumin (1,7-bis (4-hidroksi-3-metoksifenil) -1,6-heptadien-3,5-dion) lipofilik
polifenoldiir ve bu nedenle suda ¢éziinmez, ancak dimetilsiilfoksit, aseton ve etanol gibi organik
¢oziiciiler icinde kolayca ¢oziiniir (79, 80). Zerdegal tozu sar1 pigmentlidir ve kurkumin (% 77),
demetoksikurkumin (% 17) ve bis-demetoksikurkumin (% 3) olmak {lizere sayisiz kurkuminoid
icerir. Kurkuminoidlerin antioksidan aktivitesi, kimyasal yapilar1 sayesinde olusur. Kurkuminin,
okside edilebilen ve bir yag asidi radikali olusturabilen bir ¢oklu doymamis yag asidi olan
linoleat kullanilarak lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Lipit peroksidasyonunu
inhibe etmenin yami sira, kurkumin serbest radikal temizleme aktivitesi gosterir [81].
Kurkuminin serbest radikal stiptriicii aktivitesi fenolik OH grubu ve -diketon pargasinin CH;
grubu ile iligkilidir. Serbest radikal, bu iki alanin herhangi birinden elektron transferi yapabilir
veya H atomu gegirebilir. Biyokimyasal yontemler, kurkuminin antioksidan aktivitesini fenolik
OH grubuna baglamistir [82]. Kurkuminin molekiiler oksijen (02) ile tepkimesiyle, ROO- olusur.
Daha sonra ROO, bagka bir kurkumin molektliinden bir hidrojen atomu alir ve otooksidasyon
zincir reaksiyonunu yayarak hidroperokside indirgenir. Daha sonra, ROOH su molekiilii
kaybederek spiroepokside yeniden diizenler. Epoksitin (sudan tiiretilen) hidroksil grubu ile
hidrolizi final bisiklopentadion {iriinliniin olusumuyla sonuclanir [83]. Kurkumin'in Cu ile
olusturdugu kompleksin gelismis antioksidan etkinlige sahip gelecek vaadeden SOD aktivitesi
gosterdigi bulunmustur [84].

02~ kurkumin-Cu(II) kompleksi ile reaksiyona girdiginde, O2~'nin 6énemli bir kism1 Cu2*
parcasi ile reaksiyona girer, sadece kii¢iik bir kisim kurkumin ile reaksiyona girer. Reaksiyon
sonucunda Cu?* Cu*' ya indirgenir. Cu*, Oz~'nin baska bir molekiilii tarafindan oksidasyona ugrar,

bu sekilde ana kompleksi yeniden olusturur. Bu nedenle, katalitik aktivite esas olarak
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kompleksteki Cu?*/Cu* ciftinin icindeki tersinir redoks tepkimelerinden gelir. Bununla birlikte,
fazla O~ varliginda fenolik kisim, fenoksil radikallerinin iiretimiyle sonuclanan oksidasyona
ugrar. Daha sonra bu fenoksil radikalleri yeni iirtinler olusturabilir veya kompleksin yenilenmesi

ile sonu¢lanan kompleksin indirgenmis Cu iyonlari ile reaksiyona girer [24].

m /@0“
/7
C=CH -.__.(_-/\C.__C=C 0

H | = Hi
3 Q’- —‘D
"t.'i;” "C‘;H
Bakir kompleksi parcasi Fenolik parca

Sekil.2.21. Kurkuminin serbest radikal temizleme mekanizmasi [24].
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Sekil.2.22. kurkuminin serbest radikal temizleyici aktivitesi [24].



Kemal Akkaya, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

larcame lenge

Sekil.2.23. Curcuma longa bitkisi rizomlariyla birlikte [85].

2.4.4.2. Timokinon (TQ)

Siyah kimyon olarak da bilinen Nigella sativa L., Ranunculaceae ailesinin bir tiyesi olarak
kategorize edilir ve Akdeniz bolgesindeki iilkelere o6zgiidiir [86]. Timokinon (TQ), Nigella
sativa'nin ucucu yagmnin (% 54) biyoaktif bilesenidir. Antiinflamatuar, antioksidan ve
antineoplastik etkilerin hem in vitro hem de in vivo uygulamada olustugu gosterilmistir. Pek cok
arastirmact TQ'nin biiylime engelleyici etkilerinin kanser hiicrelerine 6zgli oldugunu
gostermistir [87-90]. Kimyasal formiilii C10H1202 olan ve 2- izopropil-5 metil- 1,4 benzokinon
yapisindaki TQ'nun molekiill agirhigt 164.201 g/mol dir [91]. TQ, insan pankreatik
adenokarsinomuna, rahim sarkomasina ve losemik hiicre cizgilerine karsi belirgin anti-
neoplastik aktivite gosterirken, normal hiicrelere minimal toksiktir. TQ ayrica antioksidan
etkiler gosterir [92]. Hayvan modellerinde ve hiicre kiiltiirii sistemlerinde inflamasyonu inhibe

eder [93]. Nigella sativa'min antioksidan o6zellikleri bir¢ok calismada gosterilmistir. TQ,
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konsantrasyon bagimli bir sekilde Fe bagimli lipit peroksidasyonunu onleme kabiliyetine
sahiptir. Gugli bir O, radikali siipiiriicii aktivitesi vardir. Bu ozellik ile, TQ, oksidatif stresi
azaltabilir ve viicutta antioksidan savunmay1 artirabilir. Total tiyol icerigi ve GSH diizeyindeki
artisa paralel olarak, malondialdehid ve oksidatif stresin diger biyobelirteclerindeki azalma, TQ
tedavisinin sonuclaridir. Hiicresel koruyucu mekanizmalarda anahtar fonksiyonlara sahip
oldugu bilinen karacigerdeki GSH icerigi 6zellikle karacigerde yliksek konsantrasyonda bulunur.
Oksidatif stresin neden oldugu total tiyol iceriginin azalmasi protein inaktivasyonu, protein
oksidasyonu, lipit peroksidasyonu ve sonucta hiicre canliliginin azalmasi ile sonuclanabilir. TQ
ile serbest radikallerin azalmasi, DNA'ya saldirma ve kanser riskini azaltabilir. TQ, bircok
ksenobiyotigin reaktif genotoksik radikal tiirevlerine biyotransformasyonuna dahil olan hepatik
CYP1A1/A2 izozimlerinin aktivitesini inhibe eder [94]. TQ, SOD, CAT ve GSH-Px gibi hepatik

antioksidan enzimlerde kaydadeger miktarda azalmaya neden olur [91].

H,C CH,

CH,

Sekil 2.24. Timokinon [91].

50



Kemal Akkaya, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Timokinon

Antioksidan

Nigella sativa

9

Antieflamatuar

Bronkodilator

Sekil 2.25. Nigella sativa bitkisi ve etkin maddesi timokinonun etkileri [94].
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Sekil 2.26. Calismada kullanilan timokinon ve kurkumin etken maddesi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan materyali

Calisma icin Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurulundan (Kurulun
08/01/2018 tarihli ve 01 sayili karar1 ) onay alinmistir ve tiim ¢alismalar Etik Kurul ilkelerine
uygun olarak gerceklestirildi.

Calismada Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Merkezinden temin
edilen 42 adet, agirliklar1 250-350 gr arasinda degisen, eriskin erkek Wistar Albino sigcanlar
kullanildi. Gruplarin kendi icinde homojen olmasina ve gruplardaki rat agirlik toplamlarinin
yaklasik ayni degerde olmasina dikkat edilerek gruplar olusturuldu. Tiim gruplar eszamanl
olarak c¢algildi. Deney hayvanlari MEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Laboratuvarinda her grup ayri kafeslerde yer alacak sekilde, euro standart tip IV iginde bakildi
ve standart rat yemi ile beslendi. Sigcanlar 12 saat 1s1k/karanlik periyodunda ve 18-22 0C’de

muamele edildiler. Yem ve su ad libitum olarak verildi.

3.1.2. Alet ve techizat

Sogutmali Mikrosantrifuj (Sigma,2-16K)

Derin Dondurucu (Regal, RDD 1145)

Etiiv (Binder)

Spektrofotometre (Analytikjena-SPECORD 50)
Hassas Terazi (Mettler Toledo)

Buzdolabi (Regal, RBD 4602 NCF)

Vorteks (REAX)

Mini santrifiij (Eppendorf)

Su Banyosu (GFL-Wasserbad Water Bath)
Distile Su Cihaz1 (Millipore)

Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P1000) pH Metre (Mettler Toledo)
Homojenizator (IKA)

pH Metre (Mettler Toledo)
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3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Kurkumin (Sigma)

Timokinon (Sigma)

Akrilonitril (Aldrich) Tiobarbitiirik Asit (TBA) (Merck)
Ksantin (Sigma)

Ksantin Oksidaz (Sigma)

Trikloroasetik Asit (TCA) (Merck)
Ketamin Pfizer (eralar flakon)

Ksalazin Bayer (Rampum flakon)
Sodyum Klortr (Merck)

1-Butanol (Riedel de Haen)

Amonyum Siilfat (Sigma)

Asetik Asit (Merck)

Bakir Klortir (Sigma)

Bakir Siilfat Pentahidrat (Merck)
Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma)
Disodyum Hidrojen Fosfat (Merck)

Etil Alkol (Etanol) (Merck)
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (Merck)
Folin Ciocalteu's Fenol Reagent (Sigma)
Glutatyon Redtiktaz (Sigma)

H,0; (Merck)

Ksalazin Bayer (Rampum flakon)
Ksantin Oksidaz (Sigma)

Nitroblue Tetrazolium Klortr (NBT) (Sigma)
Piridin (Riedel de Haen)

Potasyum Dihidrojen Fosfat (Merck)
Potasyum Sodyum Tartarat (Merck)
Rediikte L-Glutatyon (Sigma)

Rediikte B-NADPH (Sigma)

Sodyum Azid (Sigma)

Sodyum Dodesil Siilfat (Sigma)

Sodyum Hidroksit (Merck)

Sodyum Karbonat (Merck)
Tetrametoksipropan (Aldrich)
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3.2. Deney Gruplar

Calismamiz her grupta 7 hayvan olacak sekilde 6 grupta olusturuldu.

1. Kontrol grubu (Grup 1) (n=7): Bu gruptaki siganlara 21 giin boyunca 1 cc % 0.9
serum fizyolojik (SF) gavaj olarak uygulandi. Bu gruptaki hayvanlara akrilonitril,
kurkumin ve timokinon uygulanmadi.

2. AKrilonitril grubu (Grup 2) (n=7): Bu gruptaki sicanlara 21 giin boyunca 50 mg/kg
akrilonitril gavaj olarak uygulandu.

3. Kurkumin grubu (Grup 3) (n=7): Bu gruptaki sicanlara 21 giin boyunca 100 mg/kg
kurkumin gavaj olarak uygulandi.

4. AKkrilonitril + Kurkumin grubu (Grup 4) (n=7): Bu gruptaki siganlara 21 giin
boyunca 50 mg/kg akrilonitri gavaj olarak uygulandi. Tedavi olarak deney siiresince
100 mg/kg kurkumin gavaj olarak uygulandi.

5. Timokinon grubu (Grup 5) (n=7): Bu gruptaki sicanlara 21 giin boyunca 15 mg/kg
Timokinon gavaj olarak uygulandi.

6. Akrilonitril + Timokinon grubu (Grup 6) (n=7): Bu gruptaki sicanlara 21 giin
boyunca 50 mg/kg akrilonitril gavaj olarak uygulandi. Tedavi olarak deney stiresince

15 mg/kg timokinon gavaj olarak uygulandi.

Calismanin 22. giinde sicanlar sakrifiye edildi, karaciger ve bobrek dokular1 alindi.

3.3. Yontem

3.3.1. Doku Ornekleri:

Intraperitoneal yoldan ketamin (200 mg/kg i.p.) verilerek anestezi altina alinan erkek
sicanlarin izole edilen karaciger ve bobrek dokular1 SF soliisyonu ile yikanarak temizlendi daha
sonra kurutma kagidi ile 1slakligi giderilerek calisma giiniine kadar derin dondurucuda -20°C’de

muhafaza edildi.
3.3.2. Homojenizasyon:

Yas agirliklar1 100 mg olarak ayarlanan dokularin soguklugu korunarak homojenizator
yardimiyla 1/10 oraninda soguk 0.1 M Fosfat tamponu (pH:7.4) ile homojenize edildi. Doku

homojenatlar1 13000 rpm’de ve +4°C’de 10 dakika siire ile santrifiij edilerek siipernatantlar elde

edildi ve siipernetant kisimlar1 alinarak -20°C' de muhafaza edildi. Enzim aktivite tayini icin
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kullanilacagi zaman dondurulmus dokular oda sicakliginda c¢oziilerek MDA, SOD, CAT ve GSH
tayinleri yapild.

3.3.3. Analiz Yontemleri

Oksidatif hasarin biyobelirteclerinden olan dokularin lipit peroksidasyon durumlarini
tahlil edebilmek icin MDA diizeylerine bakildi. Antioksidan enzimlerin degerlendirme amaciyla
diizeylerini belirlemek icin ise GSH, CAT ve SOD aktivitelerine bakildi. Dokudaki enzim
aktivitelerini U/mg protein seklinde tanimlayabilmek amaciyla tiim dokulardaki protein miktari

Olcildi.
3.3.3.1. Protein Ol¢iimii (Lowry Metodu)

Lowry metodu biyolojik oOrneklerdeki proteinlerin miktarini 6lgmek igin en c¢ok
kullanilan yéntem olmustur. Oncelikle proteinler alkali ¢ozeltisi icinde Cu iyonu ile 6n
muameleye tabi tutulur ve daha sonra islenmis numunedeki aromatik amino asitler Folin
Reaktifi'nde bulunan fosfomolibdik fosfotungustik asit'i mavi renkli son iiriine indirger [95].

3.3.3.2. Malondialdehit (MDA) Olgiimii

Deneyin prensibi: Bu analiz, lipit peroksit ayrismasinin son uriinii olan renksiz MDA'nin

aerobik sartlarda pH 3,4 de tiyobarbitiirik asit ile 95 °C’de inkiibasyonu sonucu pembe-kirmizi

renkli bir bilesik olusmasi ve bunun 532 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanir [96,97].

3.3.3.3. SOD Ol¢iimii

Deneyin prensibi: Oksidatif yoldan enerji iretilirken olusturulan toksik siiperoksit

radikalinin (O2--) H202’e ve molekiiler oksijene (02) dismutasyonunu hizlandirarak etki gosteren
SOD’nin enzim aktivite tayini, ksantin varliginda XOD kullanilarak olusturulan siiperoksit
radikallerinin nitroblue tetrazolium (NBT) ile olusturdugu mavi renkli formazan boyasinin 560
nm dalga boyunda absorblanan renginin 6lciilmesiyle elde edilen optik dansitenin okunmasi
esasina dayanir. Ortamdaki mevcut SOD, siiperoksit radikallerinin kullanilmasinin 6niine

gecerek formazan reaksiyonunun meydana gelmesini engeller [96].
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Sekil.3.1. SOD tayini [96].

Aktivite olciimii:

Kullanilan Reaktifler:

Sodyum Hidroksid Cozeltisi (0,1 N)

Stok Ksantin Cdzeltisi (3 mM)

Ksantin Cozeltisi (0,3 mM)
Etilendiamintetraasetik Asid Cozeltisi (0,6 mM)
Sodyum Karbonat Cozeltisi (400 mM)

BSA Cozeltisi (1 g/L)

Nitroblue Tetrazolium Kloriir (NBT) Cozeltisi (0,15 mM)
SOD Calisma Reaktifi

Amonyum Siilfat Cozeltisi (2 M)

Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/L)

Bakir Klortr Cozeltisi (0,8 mM)

3.3.3.4. Glutatyon (GSH) 6l¢iimii

Deneyin prensibi: Glutatyon 6l¢limiiniin temeli siilfidril gruplarinin spektrofotometre ile

Olgclimlerine dayanmaktadir. 5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB)’nin GSH'nin stlfidril

gruplari ile tepkimesiyle bir mol -SH grubuna karsilik bir mol 2-nitro-5-merkaptobenzoik asit

vererek DTNB indirgenir ve nitrobenzoik asitle birlikte meydana gelen giiclii sar1 rengin siddeti

spektrofotometrede 412 nanometre (nm) dalga boyunda o6lgiiliir [98].
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3.3.3.5. Katalaz (CAT) 6l¢iimii

Deneyin prensibi: Katalaz tarafindan H;0’in su ve molekiiler O;’ye ayristirilma hizi, H20;

‘in 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak

olgtliir [99].

2 H,0, Katalaz >11.0 + 0,

Sekil.3.2. Katalaz (99)
Kullanilan reaktifler:
1. Fosfat tamponu

2. H20; (30 mM)
Deneyin yapilisi: 240 nm’ de drnegin kor karsisinda 30 saniye siire zarfinda olusan absorbans
farki olciilerek CAT aktivitesi hesaplanir [99].

3.3.4. istatistiksel Analizler

Calismamiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS 20.0 for
Windows” paket programi ile “One Way Anova-Tukey” testi kullanilmistir. Tiim istatistik
uygulamalar sonucunda sayisal deger (p) olarak ortaya cikan deney gruplari arasindaki farklar,

p<0,05 6nem derecesinde anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Karaciger dokusunda CAT, SOD aktivitelerinin ve GSH, MDA diizeylerinin incelenmesi

Tablo 4.1. Karaciger dokusu icin antioksidan parametrelerin ortalamalari ve standart sapmalar1

Parametre | Kontrol | AKkrilonitril | Kurkumin | AKrilonitril | Timokinon | Akrilonitril
(n=6) (n=6) (n=6) + (n=6) +
Kurkumin Timokinon
(n=6) (n=6)
SOD 68.42+3.66 | 32.57+1.23 73.77+3.38 | 43.33+0.99 71.11+6.12 48.8614.62
CAT 71.9043.65 | 28.19+2.73 | 76.17+4.39 | 36.722.13 | 88.27#8.55 | 44.72%3.34
GSH 58.37+£3.54 | 24.20+1.86 63.51+7.57 38.44+2.42 61.50+2.00 34.12+2.58
MDA 2.25+0.18 5.48+0.28 1.93+0.10 3.62+0.30 1.93+0.11 3.82+0.16
4.1.1. Karaciger dokusuna ait SOD aktivitesi ile ilgili bulgular
a0
80
70 I I
5 60 +— M1
£ 50 - T 2
ey
240 = @3
=)
a0 — 2
20 +— ES
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0 ; .
1 2 3 a 5 g
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Sekil 4.1. Karaciger Dokusu SOD Aktiviteleri.
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Tablo 4.2. Deney Gruplarina ait Karaciger Dokusunun SOD Aktivitelerinin Karsilastirilmasi.

*

p
DEGERLERI

X AKrilonitril (Grup 2) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Kurkumin (Grup 4) 0,00

SOD AKTIVITESI iCIN GRUP KARSILASTIRILMASI

AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Timokinon (Grup 6) 0,00
X 0,03
X Timokinon (Grup 5) 0,42

(*p<0.05, istatistiksel olarak anlamli farkliliga sahip olan degerleri ifade eder)

Kontrol grubu (Grup 1) ile akrilonitril verilen grup (Grup 2) karsilastirildiginda SOD
aktivitesinin azaldig1 ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml oldugu (p<0,05) gorildii.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amagh kurkumin verilen grup (Grup 4) ile akrilonitril grubu
(Grup 2) SOD aktivitesinin arttigi ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0,05) gorildii.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amagli timokinon verilen grup (Grup 6) ile akrilonitril
grubu (Grup 2) karsilastirildiginda SOD aktivitesinin arttigl ve bu artisin istatistiksel olarak
anlaml oldugu (p<0,05) goriildii.

Kontrol grubu (Grup 1) ile kurkumin grubu (Grup 3) karsilastirildiginda SOD
aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde artttig1 (p<0,05) gorildii.

Kontrol grubu (Grup 1) ile timokinon grubu (Grup 5) Kkarsilastirildiginda SOD
aktivitesinin arttign fakat bu degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0,05)

gorildi.
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4.1.2. Karaciger dokusuna ait CAT aktivitesi ile ilgili bulgular
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Sekil 4.2. Karaciger Dokusu CAT Aktiviteleri.

Tablo 4.3. Deney Gruplarina ait Karaciger Dokusunun CAT Aktivitelerinin Kargilastirilmast

CAT AKTIVITESI iCIN GRUPLARIN KARSILASTIRILMASI | p* DEGERLERI
X Akrilonitril (Grup 2) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Kurkumin (Grup 4) 0,00

AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Timokinon (Grup 6) | 0,00
X 0,20
X Timokinon (Grup 5) 0,00

(*p<0.05, istatistiksel olarak anlamli farkliliga sahip olan degerleri ifade eder)

Karaciger dokusunda kontrol grubu (Grup 1) ile akrilonitril verilen grup (Grup 2)
karsilastirildiginda CAT aktivitesinin azaldig1 ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak anlamh
oldugu (p<0,05) goriildi.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amagh kurkumin verilen grup (Grup 4) ile akrilonitril grubu
(Grup 2) karsilastirildiginda CAT aktivitesinin arttigl ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak
anlaml oldugu (p<0,05) gorildii.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amach timokinon verilen grup (Grup 6) ile akrilonitril
grubu (Grup 2) karsilastirildiginda CAT aktivitesinin arttigi ve bu degisikliklerin istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p<0,05) goriildi.

Kontrol grubu (Grup 1) ile kurkumin grubu (Grup 3) karsilastirildiginda CAT

aktivitesinin artttig1 ama bu artisin istatistiksel olarak anlaml olmadigi (p>0,05) goriildii.
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Kontrol grubu (Grup 1) ile timokinon grubu (Grup 5) karsilastirildiginda CAT
aktivitesinin anlaml sekilde (p<0,05) artis gosterdigi goriildii.

4.1.3. Karaciger dokusuna ait GSH diizeyleri ile ilgili bulgular
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Sekil 4.3. Karaciger Dokusu GSH Diizeyleri.

Tablo 4.4. Deney Gruplarina ait Karaciger Dokusunun GSH Diizeylerinin Karsilastiriimasi

GSH DUZEYLERI iCIN GRUP KARSILASTIRILMASI p* DEGERLERI
X Akrilonitril (Grup 2) 0,00

AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Kurkumin (Grup 4) 0,00

AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Timokinon (Grup 6) | 0,00
X 0,337
X Timokinon (Grup 5) 0,109

(*p<0.05, istatistiksel olarak anlamli farkliliga sahip olan degerleri ifade eder)

Karaciger dokusunda kontrol grubu (Grup 1) ile akrilonitril verilen grup (Grup 2) GSH
diizeyinin azaldig1 ve bu degisikligin istatistiksel olarak anlaml oldugu (p<0,05) goértldii.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amagh kurkumin verilen grup (Grup 4) ile akrilonitril grubu
(Grup 2) karsilastirildiginda GSH diizeyinin arttig1 ve bu degisikligin istatistiksel olarak anlaml
oldugu (p<0,05) goriildii.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amagh timokinon verilen grup (Grup 6) ile akrilonitril
grubu (Grup 2) karsilastirildifinda GSH diizeyinin arttig1 ve bu degisikligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu (p<0,05) goriildii.
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Kontrol grubu (Grup 1) ile kurkumin grubu (Grup 3) karsilastirildiginda GSH diizeyinin
artttig1 ama bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0,05) gorildii.
Kontrol grubu (Grup 1) ile timokinon grubu (Grup 5) karsilastirildiginda GSH diizeyinin

arttig1 fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p>0,05) goriildi.

4.1.4. Karaciger dokusuna ait MDA diizeyleri ile ilgili bulgular
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Sekil 4.4. Karaciger Dokusu MDA Diizeyleri.

Tablo 4.5. Deney Gruplarina ait Karaciger Dokusunun MDA Diizeylerinin Karsilastirilmasi

MDA DUZEYLERI iCIN GRUP KARSILASTIRILMASI p* DEGERLERI
X AKkrilonitril (Grup 2) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Kurkumin (Grup 4) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Timokinon (Grup 6) 0,00
X 0,00
X Timokinon (Grup 5) 0,01

(*p<0.05, istatistiksel olarak anlaml farkliliga sahip olan degerleri ifade eder)

Karaciger dokusunda kontrol grubu (Grup 1) ile akrilonitril verilen grup (Grup 2)
karsilastirildiginda MDA seviyesinin arttifi ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak anlaml
oldugu (p<0,05) goriildii.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amacli kurkumin verilen grup (Grup 4) ile akrilonitril grubu
(Grup 2) karsilastirildiginda MDA seviyesinin azaldig1 ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak
anlamli oldugu (p<0,05) gorildi.

63



Kemal Akkaya, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Akrilonitril ile birlikte tedavi amagh timokinon verilen grup (Grup 6) ile akrilonitril

grubu (Grup 2) karsilastirildiginda MDA seviyesinin azaldig1 ve bu degisikliklerin istatistiksel

olarak anlamli oldugu (p<0,05) goriildi.

Kontrol grubu (Grup 1) ile kurkumin grubu (Grup 3) karsilastirildiginda MDA seviyesinin

istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldig1 (p<0,05) goriildii.

Kontrol grubu (Grup 1) ile timokinon grubu (Grup 5) Kkarsilastirildifinda MDA

seviyesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 (p<0,05) goriildii.

4.2. Bobrek dokusunda CAT, SOD aktivitelerinin ve GSH, MDA diizeylerinin incelenmesi

Tablo 4.6. Bobrek dokusu i¢in antioksidan parametrelerin ortalamalari ve standart sapmalari

Parametre | Kontrol | Akrilonitril | Kurkumin | Akrilonitril | Timokinon | AKkrilonitril
+ +
Kurkumin Timokinon
SOD 46.07+2.60 | 22.10+1.74 | 49.29+1.81 | 33.81+2.10 | 48.39+1.64 37.72+2.41
CAT 58.16+2.67 | 24.00%£1.08 60.02+4.45 35.70+2.34 60.56+3.04 43.11+2.13
GSH 40.75%2.20 | 14.92+0.72 | 50.92+1.31 | 33.10+1.98 | 48.43+1.96 21.36+1.39
MDA 2.27+0.18 4.35+0.26 1.96+0.09 3.37+0.15 1.95+0.05 3.02+0.37

64




Kemal Akkaya, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

4.2.1. Bobrek dokusuna ait SOD aktivitesi ile ilgili bulgular
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Sekil 4.5. Bobrek Dokusu SOD Aktiviteleri.

Tablo 4.7. Deney Gruplarina ait Bobrek Dokusunun SOD Aktivitelerinin Karsilastirilmasi
SOD AKTIVITESI ICIN GRUP KARSILASTIRILMASI p* DEGERLERI

X Akrilonitril (Grup 2) 0,00

AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Kurkumin (Grup 4) 0,00

AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Timokinon (Grup 6) | 0,00
X 0,025

X Timokinon (Grup 5) 0,150

(*p<0.05, istatistiksel olarak anlaml farkliliga sahip olan degerleri ifade eder)

Bobrek dokusunda akrilonitril (Grubu 2) ile kontrol grubu (Grup 1) karsilastirildiginda
SOD aktivitesinin anlaml sekilde (p<0,05) azaldig1 goruldu.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amacgh kurkumin verilen grup (Grup 4) ile akrilonitril grubu
(Grup 2) karsilastirildiginda SOD aktivitesinin arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlaml
oldugu (p<0,05) goriildii.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amagh timokinon verilen grup (Grup 6) ile akrilonitril
grubu (Grup 2) karsilastirildiginda SOD aktivitesinin arttig1 ve bu degisikligin istatistiksel olarak

anlaml oldugu (p<0,05) gorildii.
Kontrol grubu (Grup 1) ile kurkumin grubu (Grup 3) karsilastirildiginda SOD

aktivitesinin istatistiksel olarak anlaml sekilde arttig1 (p<0,05) goriildii.
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Kontrol grubu (Grup 1) ile timokinon grubu (Grup 5) karsilastirildiginda SOD
aktivitelerinin arttign fakat bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p>0,05)

goruldu.

4.2.2. Bobrek dokusuna ait CAT aktivitesi ile ilgili bulgular
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Sekil 4.6. Bobrek Dokusu CAT Aktiviteleri.

Tablo 4.8. Deney Gruplarina ait Bobrek Dokusunun CAT Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

CAT AKTIVITESI iCIN GRUP KARSILASTIRILMASI p* DEGERLERI
X Akrilonitril (Grup 2) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Kurkumin (Grup 4) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Timokinon (Grup 6) 0,00
X 0,522
X Timokinon (Grup 5) 0,150

(*p<0.05, istatistiksel olarak anlamli farkliliga sahip olan degerleri ifade eder)

Bobrek dokusunda akrilonitril (Grubu 2) ile kontrol grubu (Grup 1) karsilastirildiginda
CAT aktivitesinin anlaml sekilde (p<0,05) azaldig1 goriildi.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amacli kurkumin verilen grup (Grup 4) ile akrilonitril grubu
(Grup 2) karsilastirildiginda CAT aktivitesinin arttig1 ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak
anlamli oldugu (p<0,05) gorildi.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amagh timokinon verilen grup (Grup 6) ile akrilonitril
grubu (Grup 2) karsilastirildiginda CAT aktivitesinin arttigr ve bu degisikliklerin istatistiksel
olarak anlaml oldugu (p<0,05) gorildii.

66



Kemal Akkaya, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Kontrol grubu (Grup 1) ile kurkumin grubu (Grup 3) karsilastirildiginda CAT
aktivitesinin arttig1 fakat bu degisimlerin istatistiksel olarak anlaml olmadigi (p>0,05) goriildii.
Kontrol grubu (Grup 1) ile timokinon grubu (Grup 5) karsilastirildiginda CAT

aktivitesinin arttig1 fakat bu degisimlerin istatistiksel olarak anlaml olmadig (p>0,05) goriildii.

4.2.3. Bobrek dokusuna ait GSH diizeyleri ile ilgili bulgular
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Sekil 4.7. Bobrek Dokusu GSH Diizeyleri

Tablo 4.9. Deney Gruplarina ait Bobrek Dokusunun GSH Diizeylerinin Karsilastirilmasi

GSH DUZEYLERI iCIN GRUP KARSILASTIRILMASI p* DEGERLERI
X Akrilonitril (Grup 2) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Kurkumin (Grup 4) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Timokinon (Grup 6) 0,00
X 0,00
X Timokinon (Grup 5) 0,00

(*p<0.05, istatistiksel olarak anlaml farkliliga sahip olan degerleri ifade eder)

Bobrek dokusunda akrilonitril (Grubu 2) ile kontrol grubu (Grup 1) karsilastirildiginda
GSH diizeylerinin anlamh sekilde (p<0,05) azaldig1 goriildi.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amagh kurkumin verilen grup (Grup 4) ile akrilonitril grubu
(Grup 2) karsilastirildiginda GSH diizeylerinin arttig1 ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak
anlaml oldugu (p<0,05) gorildii.
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Akrilonitril ile birlikte tedavi amach timokinon verilen grup (Grup 6) ile akrilonitril
grubu (Grup 2) karsilastirildiginda GSH diizeylerinin arttifi ve bu degisikliklerin istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p<0,05) goriildi.

Kontrol grubu (Grup 1) ile kurkumin grubu (Grup 3) karsilastirildiginda GSH
diizeylerinin istatistiksel olarak anlaml sekilde artttig1 (p<0,05) goriildu.

Kontrol grubu (Grup 1) ile timokinon grubu (Grup 5) Kkarsilastirildiginda GSH

diizeylerinin istatistiksel olarak anlaml sekilde artttig1 (p<0,05) goriildu.

4.2.4. Bobrek dokusuna ait MDA diizeyleri ile ilgili bulgular
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Sekil 4.8. Bobrek Dokusu MDA Diizeyleri.

Tablo 4.10. Deney Gruplarina ait Bobrek Dokusunun MDA Diizeylerinin Karsilastirilmasi

MDA DUZEYLERI ICIN GRUP KARSILASTIRILMASI p* DEGERLERI
X AKrilonitril (Grup 2) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Kurkumin (Grup 4) 0,00
AKrilonitril (Grup2) X Akrilonitril+Timokinon (Grup 6) 0,00
X 0,00
X Timokinon (Grup 5) 0,00

(*p<0.05, istatistiksel olarak anlaml farkliliga sahip olan degerleri ifade eder)

Bobrek dokusunda akrilonitril (Grubu 2) ile kontrol grubu (Grup 1) karsilastirildiginda
MDA seviyesinin ise anlaml sekilde (p<0,05) arttig1 goriildii.
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Akrilonitril ile birlikte tedavi amacli kurkumin verilen grup (Grup 4) ile akrilonitril grubu
(Grup 2) karsilastirildiginda MDA seviyesinin azaldig1 ve bu degisikliklerin istatistiksel olarak
anlaml oldugu (p<0,05) goriildii.

Akrilonitril ile birlikte tedavi amach timokinon verilen grup (Grup 6) ile akrilonitril
grubu (Grup 2) karsilastirildiginda MDA seviyesinin azaldig1 ve bu degisikliklerin istatistiksel
olarak anlaml oldugu (p<0,05) gorildii.

Kontrol grubu (Grup 1) ile kurkumin grubu (Grup 3) karsilastirildiginda MDA seviyesinin
istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldig1 (p<0,05) goriildii.

Kontrol grubu (Grup 1) ile timokinon grubu (Grup 5) Kkarsilastirildifinda MDA
seviyesinin istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldig1 (p<0,05) goriild.

Ekolojik problemlerin dogasi ve algilari siirekli degismektedir. Sanayi devrimi ve birlikte
getirdigi kirlilige bagli cevresel bozulma, insanlifin bugiine ve gelecege yonelik planlarim
tehlikeye sokan bir probleme déniismiistiir. Artik diinyanin farkli bolgelerindeki toprak, hava ve
su kirliligi insan saglig1 ve hatta insan sagkalimini biiyiik bir tehlike altina sokmustur. Kirliligin
cesitli tanimlar1 vardir. Kirlilik, cevreye herhangi bir madde ya da enerji formunun ¢evrenin
uyum saglayabileceginden daha hizli bir oranda eklenmesi, dagilma, bozulma, geri déniisiim ya
da bazi zararsiz sekillerde depolanmasi olarak tanimlanabilir [100].

Tehlikeli cevresel kirletici maddeler kiiresel bazda degisik kimyasal maddelerle beraber
cesitli amaclar icin biiyiik miktarlarda kullanilacagi boélgelere tasinmaktadirlar. Zamanimizda
yaklasik 5-6 milyon degisik kimyasal madde ve formulasyonun varligi, bu kimyasallarin yaklasik
1.5 milyonunun yogun bir sekilde kullanilan maddeler olmasi, konunun 6nemine isaret
etmektedir. Bu kimyasallarin yaklasik 33000-63000 kadarinin tehlikeli olarak kabul edildigi ve
183000 farkli isim verildigi bilinmektedir [101].

Akrilonitril, ABD Environmental Protection Agency (EPA)'ye gore, su Kkirleticisi ve
tehlikeli bir hava kirleticisi olarak kabul edilmistir [45]. Akrilonitril degisik dozlarda, gesitli
canlilar tlzerine toksik etki gostermektedir [102]. Akrilonitril (vinil siyaniir), nitril kaucuk ve
polimerize edilmis plastiklerin (atilabilir siseler gibi) sentezinde yaygin olarak kullanilan reaktif
bir kimyasaldir. Kimyasal maddenin bir tek dozu, adrenal hemorajiye neden olurken, kronik
yutma, adrenokortikal hipofonksiyona neden olur. Sicanlarla yapilmis mevcut akut deneyler,
karaciger, akciger, bobrek ve adrenalde indirgenmis GSH’da doza baglh hizli bir azalmayi
gostermektedir. Serebral GSH konsantrasyonunun azalmasi asamalidir ve akut deneylerde
mortalite olusumu ile korelasyon géstermektedir. icme suyundaki akrilonitrilin kronik olarak
alinmasi, kimyasal karsinojenlerin neden oldugu gibi, hepatik GSH konsantrasyonunun doza

bagl olarak artmasina neden olur [103].
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Cesitli calismalarda oksidatif stresin akrilonitril toksisitesindeki rolii gosterilmistir
(104). Akrilonitrilin ana eliminasyonun yolu, GST yoluyla merkapturik asit olusturmak icin GSH
ile konjugasyonu ve sitokrom P450 ile siyaniir (CN)'nin tiretimidir [105].
AKSA fabrikasindan sivi olarak suya ve topraga, buharlasarak da havaya akrilonitril karismasi,
17 Agustos depreminden sonra boélgede yasanan endiistriyel cevre felaketlerinden en
bilinenidir. Cevreye dagilan akrilonitril miktarina ve dogaya verdigi zararin biiylikligiine
bakildiginda daha dnce bu 6lgekte akrilonitrilden kaynakli ¢evresel bir felaketin yasanmadigi
goriilmektir [106]. Tehlikeli bir cevresel kirletici olmasi1 [102] ve 17 Agustos 1999'da, Taskdprii
yakinlarinda kurulu olan akrilik elyaf tlireten AKSA'da depremin etkisiyle akrilonitril
depolamada kullanilan tanklarin hasar gérmesi sonucu ¢evreye yaklasik 6400 ton akrilonitril
sacilmasiyla cevresel bir felakat yasanmasi [106] ve ayrica akrilonitrilin yaygin uygulamalarina
ragmen, toksikolojik ve farmakolojik 6zellikleri ile ilgili verilerin yetersiz olmasi1 [107,108] bu
calismada akrilonitrili secmemizde etkili oldu.

Insan karaciger mikrozomlarinda akrilonitrilin epoksit metaboliti olan CEO olusumu
oraninin, sican karaciger mikrozomlarindakine benzemesi ve bununla birlikte CEO, siganlarda
fareler'den daha uzun bir siire icin saptanabilmesi bu ¢alismada sigan kullanmamizda etkili oldu
[44]. Neredeyse oliimciil bir dozda akrilonitrilin karaciger ve midede DNA ile etkilestigi
bulunmustur, ancak kisa ve uzun siireli bir maruziyetin ardindan akrilonitrilin beyin DNA's1 ile
etkilesiminin gosterilmemesi [44] ve akrilonitrile maruz kalan iscilerin epidemiyolojik bir
incelemesinde Sakurai ve Kusumoto'nun, noérolojik semptomlar ve fonksiyonel Kkaraciger
degisiklikleri insidansinda artis bulmalar1 [109] karaciger dokusunu ¢alisma i¢in se¢gmemizde
etkili oldu. Literatiirii taradigimizda akrilonitrilin bizim ¢alismamizda kullandigimiz oral dozda
bobrek ilizerinde olusturdugu oksidatif hasar1 arastirmak icin yapilmis yeterli bir ¢alisma
olmamasi ayrica akrilonitrilin bobrekte de metabolize olmasi1 [110] bu ¢alisma icin bobrek
dokusunu se¢cmemizde etkili oldu. Akrilonitrilin karacigerde ve bobrekte olusturdugu oksidatif
hasari belirlemek ve bu oksidatif hasara karsi timokinon [94] ve kurkuminin olasi koruyucu
etkilerini arastirmak i¢in bu dokularda antioksidan parametrelere baktik.

Glinlimiizde saghkhh bir hayat siirmek ve hastaliklardan korunmak amaciyla
konvansiyonel tip uygulamalarinda kullanilan ilaglarin ve kimyasal maddelerin ayn1 zamanda
bir yontiyle de saglik acisindan risk olusturmasindan dolay1 insan sagligi, veteriner hekimlik,
beslenme ve gevre ile ilgili yapilan ¢alismalarin biiytik bir kismi hem hastaliklarin tedavisinde
hem de koruyucu hekimlikte bitkisel kokenli triinlerin kullanimini 6zendirmektedir [111].
Ranunculaceae (Dugilingicegigiller) familyasindan bir bitki olan Corek otu (Nigella sativa) ve
tohumundan elde edilen preparatlar, lilkemizde oldugu gibi diinya genelinde ve o6zellikle
Ortadogu ve bazi Asya iilkelerinde bagisiklik uyarici, hipotansif, antienflamatuar, antikanser,

antioksidan, hipoglisemik, spazmolitik ve bronkodilatér o6zellikleri icin yaygin olarak
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kullanilmaktadir [94,112]. Nigella sativa'nin farmakolojik 6zelliklerinin bir¢ogunun timokinon
varligi ve onun antioksidan etkisi ile iligkili oldugu bilinmektedir [94]. Timokinon,
konsantrasyonuna baglh olarak Fe bagiml lipit peroksidasyonunu 6nleme kabiliyetine sahiptir.
Giicli bir O-; stiptriicii aktiviteye sahiptir. Bu 6zellikleri ile timokinon, oksidatif stresi azaltabilir
ve viicutta antioksidan savunmayi artirabilir. Timokinonun gii¢lii bir antioksidan olmasi [94] bu
calismada timokinon kullanmamizin baslica nedenidir.

Zingiberacea familyasindan ¢ok yillik bir bitki olan zerdecalin (Curcuma longa)
koksapinda bol miktarda bulunan dogal bir polifenolik bilesik olan kurkuminin, topikal veya oral
uygulamay1 takiben kapsamli antienflamatuar ve antikanser 6zellikler gosterdigi bilinmektedir
[77]. Kurkuminin bir veya daha fazla etkilesim ile antioksidan 6zellikler gosterdigi bildirilmistir:
07’1 hidrate ederek serbest radikalleri siipiirmek veya notralize etmek ve oksidatif reaksiyon
ve/veya sitokrom P450 gibi oksidatif enzimlerin inhibisyonu i¢in daha az kullanilabilir hale
getirmek, oksidatif kaskat ile etkilesmek ve bunun sonucunu o6nlemek ve Fe gibi metal
iyonlarinin oksidatif 6zelliklerini selatlamak ve etkisizlestirmek [113]. Kurkuminin karaciger ve
bobreklerde biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikleri iyilestirerek Fe ve etanol toksisiteleri
tizerinde yararlh 6zelliklere sahip olduguna dair kanitlar vardir. Kurkuminin kursun, aliiminyum,
kadmiyum, tioasetamid ve akrilonitril gibi kimyasallarin toksik etkilerini tersine cevirdigi de
gosterilmistir. Kurkumin ayrica hepatik bozukluklarin iyilestirilmesi icin bir ilag olarak
onerilmistir. Tiim bu 6zelliklerinden ve klinik olarak ve Gida ve ila¢ idaresi tarafindan giivenli
bir gida katki maddesi olarak onaylanmis olmasindan dolay1 [77] oksidatif hasara karsi bu
¢alismada kurkumini kullandik.

Guangwei ve ark. siganlarla yaptiklar1 calismada ardisik 7 giin gavaj yoluyla giinliik 50
mg/kg akrilonitril verilmesiyle beyin ve karacigerdeki SOD aktivitesinin azaldigin1 ancak, bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigini ayrica gavaj yoluyla 100 mg/kg kurkumin, 50
mg/kg akrilonitril verilen kurkumin+akrilonitril grubunun, akrilonitril grubu ile
karsilastirildiginda, hem beyin hem de karacigerde SOD aktivitesini orta derecede artirmasina
ragmen, degisikliklerin istatistiksel olarak anlam ifade etmedigini bildirmislerdir. Guangwei ve
ark. akrilonitril verilmis grupta kontrol grubuna gére MDA seviyesinin anlaml sekilde arttig
gorilmistir. Kurkumin+akrilonitril grubunda, akrilonitril grubuna gére hem beyin hem de
karacigerde MDA seviyesinin anlaml sekilde azaldig bildirilmistir. Guangwei ve ark. akrilonitril
grubunda kontrol grubuna gére GSH seviyesinin anlamli bir bicimde azaldig1 bildirilmistir.
Akrilonitril grubuna kiyasla kurkumin+akrilonitril grubunda GSH seviyesinin anlaml sekilde
arttigl bildirilmistir. Guangwei ve ark. kontrol grubuna kiyasla akrilonitril grubunda CAT
aktivitesinin anlamh sekilde azaldigini bildirmislerdir. CAT aktivitesinin kurkumin+akrilonitril
grubunda akrilonitril grubuna kiyasla anlamh sekilde arttigi bildirilmistir [114]. Bizim

calismamizda da Guangwei ve ark. yaptig1 calismanin sonuglari ile benzer sekilde akrilonitrilin
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hepatotoksik etkileri ve kurkuminin bu toksisteyi tedavi edici etkileri goriildii. Fakat bizim
calismamizda bu c¢alismadan farkli olarak akrilonitril grubunda kontrol grubuna gére SOD
aktivitesinin azalmasi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bunun nedeni bizim ¢alismamizin
stresinin Guangwei ve ark. yaptig1 calismadan daha uzun olmasi olabilir. Buradan yola ¢ikarak
akrilonitrile maruziyetin siiresi uzadikc¢a antioksidan aktivitenin azalacagi sonucu ¢ikarilabilir.
Yine bu ¢alisma ile benzer sekilde bizim ¢alismamizda da akrilonitril verilen grupta kontrol
grubuna gore MDA seviyesinde anlaml bir artis gozlendi. Burdan yola ¢ikarak akrilonitrilin
oksidan etkileri artirdig1 soylenebilir.

Abo salem ve ark. yaptiklari ¢alismada 50 mg/kg bwt akrilonitril verilen sicanlarda
hepatik MDA icerigi anlaml sekilde arttig1 diger taraftan, bu hayvanlarda sirasiyla, GSH, SOD ve
GSHpx'in hepatik muhtevasinda, sirasiyla %72.4, %81 ve %53.2 oraninda anlamli bir azalma
oldugu ifade edilmistir [115]. Benzer bulgular Mahalakshmi ve ark. tarafindan da rapor
edilmistir [43]. Bizim g¢alismamizda da bu g¢alismalara paralel sekilde akrilonitril grubunun
inceledigimiz dokularinda GSH diizeyinde ve SOD aktivitesinde anlamli bir azalma oldugu
gorildi.

Birinci ve ark. sicanlara 200 mg/kg kurkumin ve 20 mg/kg sisplatin i.p. yoldan vererek
bobrek dokusu iizerinde yaptiklari calismada MDA'nin sisplatin grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiikseldigi, sisplatin+kurkumin grubunda ise sisplatin grubuna goére anlamh
sekilde azaldigi, sisplatin+kurkumin grubundaki yiikselmenin kontrol grubuna gére anlamh
goriildiigl, kurkumin grubunda kontrol grubuna gore azaldig1 ancak bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 bildirilmistir. Ayn1 calismada SOD’nin sisplatin grubunda kontrol
grubuna gore anlamh sekilde azaldig), sisplatin+kurkumin grubunda ise sisplatin grubuna gore
anlaml sekilde yiikseldigi, kurkumin grubu ile sisplatin+kurkumin grubu ve kontrol grubu ile
kurkumin+sisplatin grubu arasinda anlamlh bir fark goézlenmedigi bildirilmistir [116]. Bizim
¢alismamizda da bobrek dokusunda akrilonitril verilen grupta SOD aktivitesi kontrol grubuna
oranla anlamh olarak diisiik bulunurken akrilonitrilin yanisira kurkumin verilen grupta ise
akrilonitril grubuna oranla yiiksek bulundu. Buna gére kurkuminin akrilonitril toksisitesine
kars1 koruyucu etkileri oldugu soylenebilir. Birinci ve ark. ¢alismasinda kurkumin grubu ile
sisplatin+kurkumin grubu arasinda SOD aktivitesi acisindan fark gézlenmemis olmasina ragmen
bizim ¢alismamizda kurkumin grubu ile akrilonitril+kurkumin grubu arasinda SOD aktivitesinde
azalma gozlendi. Buradan yola cikarak akrilonitrilin bébrek SOD aktivitesi diizeylerinde
sisplatine gore daha ¢ok azalmaya yol actig1 sdylenebilir.

Sen ve ark. siganlara 200 mg/kg i.p kurkumin ve 20 mg/kg i.p sisplatin vererek
karaciger dokusu tlizerinde yaptiklari incelemede MDA’nin sisplatin grubunda kontrol grubuna
gore anlaml sekilde ylikseldigi, sisplatin+kurkumin grubunda ise sisplatin grubuna gére anlaml

sekilde azaldigi, sisplatin+kurkumin grubunda kurkumin grubuna goére istatistiksel olarak
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anlamli bir artisin bulundugu, sisplatin+kurkumin grubundaki artisin da kontrol grubuna gore
anlamli oldugu, kurkumin grubunda kontrol grubuna gore azaldigi ancak bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: bildirilmistir. Aynm1 ¢alismada SOD’'nin sisplatin grubunda
kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldig1 (p=0,000), sisplatin+kurkumin grubunda ise
sisplatin grubuna gore anlaml sekilde yiikseldigi, kurkumin grubu ile sisplatin+kurkumin grubu
arasinda anlaml bir fark gézlenmedigi, diger gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda da
anlamh bir farklihik gdézlenmedigi bildirilmistir [117]. Bizim calismamizda da Sen ve ark.
calismasina benzer sekilde karaciger dokusunda MDA diizeyleri akrilonitril verilen grupta
kontrol grubuna oranla anlaml olarak ytiksek, akrilonitril+kurkumin grubunda ise akrilonitril
grubuna gore anlaml olarak diisiik bulundu. Yine bu ¢alismaya paralel bicimde kontrol grubuna
oranla akrilonitril+kurkumin grubunda MDA diizeylerinin yiikseldigi gozlendi. MDA diizeyleri
kurkumin alan grupta kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu.
Buna gore kurkuminin akrilonitrilin lipit peroksidasyonu flizerine olan negatif etkilerini
diizenlemeye yardimci oldugu séylenebilir.

Palipoch ve ark. siganlara 20 mg/kg sisplatin, 200 mg/kg kurkumin ve 250 mg/kg o-
tokoferol vererek Kkaraciger dokusu f{izerinde yaptiklar1 incelemede sisplatinin, lipit
peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA seviyesini kontrol grubuna gore anlaml sekilde
artirdigini, kurkumin+sisplatin grubunda MDA seviyesinin sisplatin grubuna goére anlaml
sekilde azaldigi, kontrol grubuna goére sisplatin grubunda SOD ve CAT aktivitesinin anlamh
sekilde azaldigi, kurkumin+sisplatin grubunda CAT aktivitesinin sisplatin grubuna gore anlamh
sekilde yiikseldigi bildirilmistir [118]. Palipoch ve ark. yaptigi calismaya benzer sekilde bizim
calismamizda da hem karaciger hem de bébrek dokusunda kurkumin+akrilonitril grubunda CAT
aktivitesinin akrilonitril grubuna goére anlaml sekilde yiikseldigi gozlendi. Buradan yola ¢ikarak
kurkuminin her iki doku iizerinde antioksidan etkileri gzlendi.

Abdel-Motaal M. Fouda ve ark. subkiitanéz 3 mg/kg Civa(2) kloriirii (HgClz) ve gavaj
yoluyla 10 mg/kg timokinonu sicanlara vererek bobrek dokusunda yaptiklar1 ¢alismada
HgCl+timokinon grubunun MDA seviyesini HgCl, grubunun MDA seviyesinden daha diisiik
bulmuslardir. Ayni ¢calismada HgCl, maruziyeti ile kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde diisen
GSH seviyesinin ve CAT aktivitesinin HgCl,+timokinon grubunda HgCl, grubuna goére yiikselmesi
anlamli bulunmustur [119]. Bizim ¢alismamizda da Abdel-Motaal M. Fouda ve ark. yaptigi
calismaya benzer sekilde MDA diizeyleri timokinon+toksik madde grubunda toksik madde
grubuna goére daha disiik bulundu. Bununla birlikte yine bu ¢alismada oldugu gibi GSH diizeyleri
ve CAT aktiviteleri timokinon+toksik madde grubunda toksik madde grubuna goére daha yiiksek
bulundu. Bu sonuglara timokinonun kuvvetli antioksidan etkilerinden s6z edilebilir.

Meguid ve ark. diyabet sonucu dokularda MDA seviyesinin yiikseldigini, serum SOD

aktivitesinin azaldigini, buna karsin timokinonun haftada 6 giin olmak tizere 30 giin boyunca 3
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mg/mL, ip. olarak verilmesiyle birlikte MDA seviyesinin artisinin azaldigini, doku SOD
aktivitesinin ise arttifini bildirmislerdir [120]. Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismayla benzer
sekilde timokinonun oksidatif stres olusturucu etkenlerin diistirdiigii SOD aktivitesini artirdigi
gozlendi.

Yayla ve ark. Nigella sativa L. etanol ekstresi kullanarak karaciger dokusu iizerinde
yaptiklar1 calismada saglikli grup ile gavaj olarak 1000 mg/kg Nigella sativa L. etanol ekstresi
verilen grup arasinda rat serumunda 6l¢tilen SOD aktivitesi, MDA ve GSH seviyelerinde belirgin
bir degisim gozlenmedigini bildirmislerdir [121]. Bizim ¢alismamizda ise bu ¢alismadan farkl
olarak timokinon verilen grupta kontrol grubuna gore SOD aktivitesi ve GSH seviyelerinde artis,
MDA diizeyinde ise azalma gozlendi. Buna gore timokinonun Nigella sativa L. etanol
ekstresinden daha etkili bir antioksidan oldugu sdylenebilir.

Sayed-Ahmed ve ark. ratlarda gentamisinle olusturduklar1 akut renal toksisitede kan CAT
aktivitesinin ve GSH diizeyinin kayda deger sekilde azaldigini, timokinon verilen sicanlarda ise
onemli miktarda artis oldugunu bildirmislerdir [122]. Bizim ¢alismamizda da bu calisma ile
benzer sekilde toksik madde verilen grupla toksik madde+timokinon verilen grupta CAT
aktivitesinin ve GSH diizeyinin arttig1 gézlendi.

Literatiire baktigimizda akrilonitril ile bu dozda yapilmis bizim c¢alismamiza benzer
¢alismalarin birgogunun stiresi kisa oldugu i¢in biz ¢alismamizin siiresini benzer ¢alismalardan
daha uzun olacak sekilde 21 giin olarak belirledik. Buna bagh olarak akrilonitril maruziyetine
karst kullandigimiz kurkumin ve timokinonun uzun siiredeki antioksidan etkilerinin daha da
belirgin hale geldigi soylenebilir. Bu calismada, diger calismalarla uyumlu bir sekilde,
akrilonitrilin karaciger ve bobrek dokularinda SOD, CAT aktivitelerinde ve GSH, MDA
diizeylerinde yaptig1 degisikliklere bakarak oksidatif stres yarattigini ayrica dogal bilesikler olan
kurkumin ve timokinonun antioksidan sistem {izerine olumlu ve oksidatif hasar1 tedavi edici
etkilerini gozlemlendi. Bir cevresel kirletici olan akrilonitrilin toksik etkileri nedeniyle
miimkiinse hi¢ kullanilmamasi gerektigi, kullanimdan kaldirilamiyorsa bunu maruz kalan

bireylere proflaksi amach kurkumin ve/veya timokinon kullanimi énerilebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Akrilonitril verilmesinden sonra literatiirle uyumlu olacak sekilde ratlarda agirlik kaybi
ve hareketlerde yavaslama gozlenmistir. Akrilonitril verilen ¢alisma gruplarinda ratlarin
karaciger ve bobrek dokularinda lipit peroksidasyonun biyobelirteci olan MDA diizeyi artmistir
ancak kurkumin ve timokinon verilmesiyle antioksidan sistem olumlu etkilenmis MDA
seviyesinde dolayisi ile lipit peroksidasyonunda diisme gerceklesmistir.

Akrilonitril maruziyeti karaciger, akciger, bobrek, beyin gibi cesitli organ ve dokularda
oksidatif strese bagl hasar olusturur, olusan bu oksidatif hasar biyokimyasal belirtecler ve
histopatolojik parametrelerdeki degisikliklerle tespit edilir. Timokinon antikanser, serbest
radikal temizleyici, antidiyabetik ve antienflamatuar o6zellikleri nedeniyle bircok calismada
kullanilmis ve saglikla ilgili pekcok dnemli bulgunun ortaya ¢ikarilmasina katki saglamistir fakat
akrilonitrilin toksik etkilerine karsi etkinligi arastirilmamistir. Timokinon gibi antikanser ve
antioksidan etkilere sahip kurkumin ile yapilan ¢alismalarda akrilonitrile uzun siireli maruziyet
calismalarinda ne gibietkiler yapacagi ile ilgili yeterli calisma yapilmamistir.

Sonug olarak, halihazirdaki bulgular, sanayide oldukca yaygin kullanilan akrilonitrilin
toksik etkilere sahip oldugunu ve bu etkilerin oksidatif stresin olusmasinda etkili olabilecegini
ortaya koymustur. Bununla birlikte, kurkumin ve timokinon giiclii antioksidan etkileri nedeniyle
akrilonitril maruziyeti sonucu olusan oksidatif stresin neden oldugu doku ve organ hasarinda
tedavi edici olabilirler ve bu calismadan elde edilen verilerin 1s181inda akrilonitrilin toksik

etkilerinden korunmak i¢in bir alternatif olabilirler.
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